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RESUMO

BITTENCOURT, G. M. Estudo da formac¢ao de microparticulas fitoterapicas contendo
extrato de folhas de Cynara cardunculus L. por tecnologia supercritica e por gelificacio
ionica para emprego no desenvolvimento de sorbet funcional. 2022. 267 p. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de Sao

Paulo, Pirassununga, 2022.

As folhas de alcachofra sdo, geralmente, consideradas residuos da produgdo de inflorescéncias
de alcachofra para alimentag@o. No entanto, o extrato obtido a partir destas folhas ¢ reportado
como fitoterapico e fonte de inulina (prebiodtico), estando seu consumo associado a diversos
beneficios a satde, embora seu forte amargor impossibilite sua aplicacdo direta em alimentos
por torna-los impalataveis. A microencapsulacdo e a impregnacdo deste extrato poderiam
tornar essa aplicagdo possivel, pois sdo estratégias que visam trés objetivos principais: (1)
proteger o material bioativo de condigdes adversas e tornd-lo estavel apds aplicagdo em
alimentos, (2) promover sua liberagao controlada e (3) mascarar sabor e/ou cor indesejados.
Neste trabalho, estudou-se a obtencdo de extratos etandlicos de folhas de alcachofra por
extragdo com liquido pressurado (PLE), um processo ambientalmente amigével, seguindo um
delineamento 2*' ¢ por métodos tradicionais de extra¢do (maceragdo, percolacio por Soxhlet,
agitacdo magnética e ultrassom), para comparacao dos resultados. Todas as condigdes e
técnicas de extracdo estudadas foram capazes de extrair inulina das folhas de alcachofra e o
PLE se mostrou bastante promissor, pois foi o método de extragdo que deu origem aos
extratos com maior atividade antioxidante e maior teor de compostos fendlicos. A formagao
de particulas por tecnologia de alta pressio e por gelificacdo idnica para
encapsulacdo/impregnagdo destes extratos visando aplicagdo em alimentos promotores de
saude também foi estudada. Microparticulas lipidicas solidas de cera de abelha e o6leo de
abacate (materais de baixo valor agregado) foram desenvolvidas via PGSS (Particles from
Gas-Saturated Solutions). Para isso, primeiramente estudou-se o comportamento dos lipidios
em contato com o CO, supercritico sob diferentes condi¢des de processo e a formacdo e
caracterizagdo de particulas sem adi¢@o do extrato fitoterapico para, entdo, estudar a formacao
e caracterizacdo de particulas lipidicas solidas impregnadas com extrato de folhas de
alcachofra. Microparticulas de quitosana e tripolifosfato de sodio (TPP) foram desenvolvidas

comparando dois métodos de formagdo: a dispersao direta do extrato na solugdo de quitosana



e a formagdo prévia de lipossomas entre o extrato e fosfolipidio para posterior dispersdo na
solucdo de quitosana (TPP-quitossomas). O segundo método originou particulas mais
regulares e com maior retencdo de extrato. Para avaliar a eficiéncia das técnicas de
encapsulacao/impregnagao estudadas em mascarar sabor e cor caracteristicos dos extratos de
folhas de alcachofra, desenvolveu-se também sorbet de morango adocado com xilitol. O
sorbet desenvolvido com e sem adicdo de particulas foi avaliado fisico-quimica, reoldgica e
sensorialmente. O sorbet enriquecido com particulas funcionais ndo teve boa aceitagdo
sensorial em analise realizada com 125 provadores voluntarios, demonstrando que as
particulas, apesar de terem sido fisico-quimicamente viaveis, estdveis e terem mascarado a
coloragdo verde intensa do extrato, ndo foram eficientes em mascarar o gosto amargo das

folhas de alcachofra.

Palavras-chave: particulas lipidicas solidas, PGSS, TPP-quitossomas, PLE, folhas de

alcachofra, prebidtico, cera de abelha, 6leo de abacate, andlise sensorial.



ABSTRACT

BITTENCOURT, G. M. Study of the formation of phytotherapic microparticles
containing extract Cynara cardunculus L. leaves by supercritical technology and by ionic
gelation for use in the development of functional sorbet. 2022. 267 p. Tese (Doutorado) —
Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de Sao Paulo,

Pirassununga, 2022.

Artichoke leaves are generally considered waste from the production of artichoke
inflorescences for food. However, the extract obtained from these leaves is reported as a
phytotherapic and a source of inulin (prebiotic), and its consumption is associated with
several health benefits, although its strong bitterness makes its direct application in foods
impossible, as it makes them unpalatable. The microencapsulation and the impregnation of
this extract could make this application possible, as they are strategies that aim at three main
objectives: (1) to protect the bioactive material from adverse conditions and to make it stable
after application in food, (2) to promote its controlled release and (3) mask unwanted taste
and/or color. In this work, we studied the production of ethanolic extracts from artichoke
leaves by pressurized liquid extraction (PLE), an environmentally friendly process, following
a 2" design and by traditional extraction methods (maceration, Soxhlet percolation, magnetic
stirring and ultrasound) for comparison of results. All the conditions and extraction techniques
studied were able to extract inulin from artichoke leaves and PLE showed to be very
promising, as it was the extraction method that gave rise to extracts with higher antioxidant
activity and higher content of phenolic compounds. The formation of particles by high
pressure technology and by ionic gelation for encapsulation/impregnation of these extracts for
application in health-promoting foods was also studied. Solid lipid microparticles of beeswax
and avocado oil (low value-added materials) were developed by PGSS (Particles from Gas-
Saturated Solutions). For this, firstly, the behavior of lipids in contact with supercritical CO,
was studied under different process conditions and the formation and characterization of
particles without addition of phytotherapic extract to, then, the formation and characterization
of solid lipid particles impregnated with artichoke leaves extract was studied. Chitosan and
sodium tripolyphosphate (TPP) microparticles were developed comparing two formation
methods: the direct dispersion of the extract in the chitosan solution and the previous

formation of liposomes between the extract and phospholipid for later dispersion in the



chitosan solution (TPP-chitosomes). The second method resulted in more regular particles
with greater extract retention. To evaluate the efficiency of the encapsulation/impregnation
techniques studied in masking the characteristic flavor and color of artichoke leaves extracts,
strawberry sorbet sweetened with xylitol was also developed. The sorbet developed with and
without the addition of particles was evaluated physicochemically, rheologically and
sensorially. The sorbet enriched with functional particles did not have good sensory
acceptance in an analysis performed with 125 volunteer tasters, demonstrating that the
particles, despite being physicochemically viable, stable and masking the bright green color of

the extract, were not efficient in masking the bitter taste of artichoke leaves.

Keywords: solid lipid particles, PGSS, TPP-chitosomes, PLE, artichoke leaves, prebiotic,

beeswax, avocado oil, sensory analysis.



Lista de Figuras

INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA 32

FIGURA 1. DIAGRAMA DE FASES PARA O DIOXIDO DE CARBONO. 34

FIGURA 2. REPRESENTACAO DE UM LIPOSSOMA REVESTIDO POR NANOPARTICULAS RETICULADAS

DE TPP-QUITOSANA. 36

CAPITULO 1 ALIMENTOS PROBIOTICOS, PREBIOTICOS E SIMBIOTICOS:
CARACTERISTICAS, APLICACOES E PROTECAO POR ENCAPSULACAO — REVISAQ 42

FIGURA 1. DISTINGUIR O QUE E CONSIDERADO UM PREBIOTICO DE ACORDO COM A DEFINICAO
PROPOSTA PELA ASSOCIACAO CIENTIFICA INTERNACIONAL PARA PROBIOTICOS E PREBIOTICOS
(ISAPP).......... 47

CAPITULO 2 EXTRATO DE FOLHAS DE ALCACHOFRA RICO EM COMPOSTOS
BIOATIVOS — OTIMIZACAO DO PROCESSO DE EXTRACAO UTILIZANDO ETANOL
PRESSURIZADO E COMPARACAO COM OUTRAS TECNICAS 72

FIGURA 1. PROCESSAMENTO DAS FOLHAS DE ALCACHOFRA NO LABORATORIO. (A) FOLHAS
INTEIRAS IN NATURA, (B) FOLHAS SENDO PICADAS PARA FACILITAR A SECAGEM, (C) FOLHAS DE
ALCACHOFRAS SECAS E TRITURADAS, (D) EXTRATO SECO DE FOLHA DE ALCACHOFRA OBTIDO

POR EXTRACAO COM LiQUIDO PRESSURIZADO UTILIZANDO ETANOL COMO SOLVENTE.....cccceueeee 77

FIGURA 2. ESQUEMA DO EXTRATOR PLE UTILIZADO NESTE TRABALHO 79
FIGURA 3. GRAFICO DE CONTORNO DO RENDIMENTO DA EXTRACAO, EM FUNCAO DA VARIACAO

DA TEMPERATURA E DO VOLUME DE SOLVENTE (A), DA TEMPERATURA E DO TEMPO ESTATICO (B)

E DA TEMPERATURA E DO NUMERO DE CICLOS (C). 90
FIGURA 4. (A) CROMATOGRAMA CONTENDO OS EXTRATOS OBTIDOS PELOS METODOS
TRADICIONAIS (MACERACAO - MAC, SOXHLET - SOX, AGITACAO MAGNETICA - MAG E
EXTRACAO ASSISTIDA POR ULTRASSOM - ULT); (B) CROMATOGRAMA CONTENDO OS EXTRATOS
OBTIDOS POR PLE NAS CONDICOES 1, 2, 3,4, 5 E 6; (C) CROMATOGRAMA CONTENDO OS
EXTRATOS OBTIDOS POR PLE NAS CONDICOES 7, 8 E QUATRUPLICATA DE PONTO CENTRAL.
TODOS OS CROMATOGRAMAS CONTEM INULINA COMERCIAL COMO PADRAO (IN/INU). UTILIZOU-
SE CROMATOPLACAS DE ALUMINIO TLC SiLICA GEL 60 F,s, (MERCK, DARMSTADT, ALEMANHA),
COMO FASE MOVEL UTILIZOU-SE PROPANOL:BUTANOL:AGUA (12:4:3) (PROPANOL: 99,9%,

DINAMICA, INDAIATUBA, BRASIL; BUTANOL: 99,9%, DINAMICA, INDAIATUBA, BRASIL) E



REVELADOR COMPOSTO POR ANILINA:DIFENILAMINA:ACIDO FOSFORICO:ACETONA (1:1:5:5)
(ANILINA: DINAMICA, INDAIATUBA, BRASIL; DIFENILAMINA: DINAMICA, INDAIATUBA, BRASIL;
AcIDO FOSFORICO: EXODO CIENTIFICA, SUMARE, BRASIL; ACETONA: EXODO CIENTIFICA,
SUMARE, BRASIL). AS CROMATOPLACAS FORAM AQUECIDAS A 105 °C POR 5 MINUTOS PARA

REVELACAO. 92

FIGURA 1. ESQUEMA DOS SISTEMAS ENVOLVENDO FLUIDO SUPERCRITICO UTILIZADOS NESTE

TRABALHO. ..cccceeecenneee 104

FIGURA 2. MONITOR DE FASE CRIADO NO LABORATORIO DE TECNOLOGIA DE ALTA PRESSAO E
PRODUTOS NATURAIS (LTAPPN/FZEA/USP) POR MEIO DE FIXACAO DE UMA ESCALA E DE UM
TUBO DE VIDRO NO INTERIOR DA AUTOCLAVE SFC/RESS, THAR INSTRUMENTS CO./WATERS,

PITTSBURGH, EUA PROXIMO AO VISOR DE SAFIRA 105

FIGURA 3. EMPACOTAMENTO DO LEITO FIXO DE EXTRACAO PARA OS ENSAIOS DE SOLUBILIDADE
107

FIGURA 4. TEMPERATURA DE FUSAO (T;) E TEMPERATURA DE SOLIDIFICACAO (Ts) DA CERA DE

ABELHA (CA), MISTURA BINARIA DE CERA DE ABELHA E OLEO DE ABACATE (OA:CA) SOB

DIFERENTES PRESSOES. 113

FIGURA 5. REDUCAO PERCENTAL DO PONTO DE FUSAO (A) E REDUCAO PERCENTUAL DO PONTO

DE SOLIDIFICACAO (B) DA CERA DE ABELHA (CA) E MISTURA BINARIA DE CERA DE ABELHA E

OLEO DE ABACATE (OA:CA) SOB DIFERENTES PRESSOES. 114
FIGURA 6. EXPANSAO VOLUMETRICA A 60 °C DE OLEO DE ABACATE (OA), MISTURA BINARIA DE
CERA DE ABELHA E OLEO DE ABACATE (OA:CA) E CERA DE ABELHA (CA) SOB DIFERENTES
PRESSOES, EXPRESSAS COMO PORCENTAGEM EM RELACAO AO VOLUME INICIAL. ....cccceerueeeeennee. 1160
FIGURA 7. INTUMESCIMENTO DEVIDO A ABSORCAO DE DIOXIDO DE CARBONO (CO,) EM CERA DE
ABELHA (CA), OLEO DE ABACATE (OA) E MISTURA BINARIA DE CERA DE ABELHA E OLEO DE
ABACATE (OA:CA) SOB DIFERENTES PRESSOES, EXPRESSAS EM G CO,/KG LIPIDIO. ...ccceecvsneennec 117

FIGURA 8. SOLUBILIDADE DA MISTURA BINARIA DE CERA DE ABELHA E OLEO DE ABACATE EM

CO, SUPERCRITICO SOB DIFERENTES CONDICOES. 119
FIGURA 9. CROMATOGRAMA DE {ONS TOTAIS PARA ACIDOS GRAXOS EM OLEO DE ABACATE E

CERA DE ABELHA 120

FIGURA 10. APARENCIA FiSICA DA CERA DE ABELHA SOLIDA, DO OLEO DE ABACATE PURA E DAS

PARTICULAS FORMADAS PELA MISTURA BINARIA DE OLEO DE ABACATE DE CERA DE ABELHA POR

PGSS coM CO, SUPERCRITICO A 300 BAR E 60°C. 122
FIGURA 11. MICROSCOPIAS ELETRONICAS DE VARREDURA DAS PARTICULAS OBTIDAS A PARTIR
DA MISTURA BINARIA DE OLEO DE ABACATE E CERA DE ABELHA POR PGSS coMm CO,
SUPERCRITICO A 60°C E (A) 150 BAR, (B) 200 BAR, (C) 250 BAR E (D) 300 BAR. 123




FIGURA 12. DISTRIBUICAO DO TAMANHO DE PARTICULAS FORMADAS PELA MISTURA BINARIA DE
CERA DE ABELHA E OLEO DE ABACATE EM CO, SUPERCRITICO A 60 °C SOB DIFERENTES

PRESSOES. 124

FIGURA 13. DIFRATOGRAMA DE RAIOS X DA CERA DE ABELHA, DA MISTURA FiSICA BINARIA
ENTRE CERA DE ABELHA E OLEO DE ABACATE E DAS PARTICULAS DE CERA DE ABELHA
CARREGADAS COM OLEO DE ABACATE PRODUZIDAS POR PGSS A 60 °C, AGITACAO DE 1250 RPM

POR 1 HORA E PRESSOES DE 150, 200, 250 E 300 BAR. 127

FIGURA 14. TERMOGRAMA CONTENDO OS PICOS TERMICOS MENSURADOS PARA (CA) CERA DE
ABELHA, (OA) OLEO DE ABACATE, (CA:OA), MISTURA FiSICA BINARIA DE CERA DE ABELHA E
OLEO DE ABACATE, PARTICULAS DE CERA DE ABELHA CARREGADAS COM OLEO DE ABACATE
PRODUZIDAS POR PGSS A 60 °C, AGITACAO DE 1250 RPM POR 1 HORA E PRESSOES DE 150, 200, 250
E 300 BAR. 128

FIGURA 15. ESPECTRO INFRAVERMELHO DE TRANSFORMADA DE FOURIER TERMOGRAMA PARA

(OA) OLEO DE ABACATE, (CA:OA), MISTURA FiSICA BINARIA DE CERA DE ABELHA E OLEO DE
ABACATE, PARTICULAS DE CERA DE ABELHA CARREGADAS COM OLEO DE ABACATE PRODUZIDAS
POR PGSS A 60 °C, AGITACAO DE 1250 RPM POR 1 HORA E PRESSOES DE 150, 200, 250 E 300 BAR.
129

CAPITULO 4 MICROPARTICULAS LIPIDICAS CARREGADAS COM EXTRATO DE
FOLHAS DE ALCACHOFRA FORMADAS POR RAPIDA EXPANSAO DE SOLUCAO
SUPERCRITICA 134

FIGURA 1. SISTEMA DE FORMACAO DE PARTICULAS A ALTA PRESSAO. 139

FIGURA 2. DISTRIBUICAO DO TAMANHO DAS PARTICULAS FORMADAS COM CQO, SUPERCRITICO

(60 °C, 200 BAR, 3 HORAS) COM DIFERENTES CONCENTRACOES. 142
FIGURA 3. MICROSCOPIAS ELETRONICAS DE VARREDURA DAS PARTICULAS DE CERA DE ABELHA E
OLEO DE ABACATE COM EXTRATO DE FOLHAS DE ALCACHOFRA OBTIDAS POR PGSS com CO,
SUPERCRITICO A 60 °C NAS PROPORCOES (A, BE C) 1:2:3E (D, E E F) 1:2:6, RESPECTIVAMENTE.
143

FIGURA 4. DIFRATOGRAMA DE RAIOS X DAS PARTICULAS DE CERA DE ABELHA E OLEO DE
ABACATE COM EXTRATO DE FOLHAS DE ALCACHOFRA OBTIDAS POR PGSS coMm CO,
SUPERCRITICO A 200 BAR, 60 °C E AGITACAO DE 1250 RPM POR 3 HORAS, NAS PROPORCOES 1:2:3

E 1:2:6, RESPECTIVAMENTE. 144

FIGURA 5. TERMOGRAMA CONTENDO O PERFIL TERMICO DAS PARTICULAS DE CERA DE ABELHA
E OLEO DE ABACATE COM EXTRATO DE FOLHAS DE ALCACHOFRA OBTIDAS POR PGSS coMm CO,
SUPERCRITICO A 200 BAR, 60°C E AGITACAO DE 1250 RPM POR 3 HORA, NAS PROPORCOES 1:2:3 E

1:2:6, RESPECTIVAMENTE. 145




FIGURA 7. IMAGENS DE MICROSCOPIA OTICA DAS PARTICULAS LIPIDICAS COM EXTRATO DE
FOLHAS DE ALCACHOFRA OBTIDAS POR PGSS DISPERSOS EM DIFERENTES SOLUCOES................146

FIGURA 8. EXTRATO DE FOLHAS DE ALCACHOFRA UTILIZADO NA FORMACAO DE PARTiCULAS. 149

CAPITULO 5 MICROPARTICULAS DE QUITOSANA E TPP CARREGADAS COM
EXTRATO DE FOLHAS DE ALCACHOFRA FORMADAS POR GELIFICACAO IONICA
152

FIGURA 1. ESQUEMA DE PRODUCAO DAS MICROPARTICULAS POR (A) ADICAO DIRETA DO
EXTRATO DE FOLHAS DE ALCACHOFRA A SOLUCAO DE QUITOSANA E (B) PELA FORMACAO PREVIA

DE LIPOSSOMAS ENTRE O EXTRATO DE FOSFOLIPIDIO. 158

FIGURA 2. SUSPENSOES DE EXTRATO DE FOLHAS DE ALCACHOFRA EM SOLUCAO DE QUITOSANA,
COM E SEM ADICAO DE FOSFOLIPIDIO, APOS ETAPA DE SONICACAO E ANTES DA GELIFICACAO
IONICA. 162

FIGURA 3. SUSPENSOES DE EXTRATO DE FOLHAS DE ALCACHOFRA EM SOLUCAO DE QUITOSANA,
COM E SEM ADICAO DE FOSFOLIPIDIO, APOS GELIFICACAO IONICA PELA ADICAO DE

TRIPOLIFOSFATO DE SODIO. 163

FIGURA 4. MICROGRAFIAS OBTIDAS POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (MET) DE
(A) MICROPARTICULAS DE QUITOSANA E (B) TPP-QUITOSSOMAS: (1) SEM EXTRATO E
CARREGADO COM (2) 11% E (3) 100% DE EXTRATO. BARRA DE ESCALA =200 NM. .....ccceeuvreneeee.. 164
FIGURA 5. DISTRIBUICAO DE DIAMETRO DE (BQL) TPP-QUITOSSOMA VAZIA, (QL11)(QL100),
TPP-CHITOSSOMAS COM 11% E 100% DE EXTRATO DE FOLHAS DE ALCACHOFRA,
RESPECTIVAMENTE, (BQ) MICROPARTICULAS DE QUITSANA E TPP VAZIAS, (Q11)

MICROPARTICULAS DE QUITOSANA E TPP CARREGADAS COM 11% DE EXTRATO DE FOLHAS DE

ALCACHOFRA. 166
FIGURA 6. DIFRATOGRAMA DE RAIOS X DAS TPP-QUITOSSOMAS COM 11% E 100% DE EXTRATO
DE FOLHAS DE ALCACHOFRA (QL11 E QL100, RESPECTIVAMENTE) E MICROPARTICULAS DE
QUITOSANA E TPP CARREGADAS COM 11% DE EXTRATO DE FOLHAS DE ALCACHOFRA (Q11)...168
FIGURA 7. DECAIMENTO DE MASSA EM FUNCAO DA TEMPERATURA DETERMINADA POR ANALISE
TERMOGRAVIMETRICA PARA TPP-QUITOSSOMA VAZIA (BQL), TPP-QUITOSSOMAS COM 11% E
100% DE EXTRATO DE FOLHAS DE ALCACHOFRA (QL11 E QL100, RESPECTIVAMENTE),
MICROPARTICULAS DE QUITOSANA E TPP VAZIAS (BQ), MICROPARTICULAS DE QUITOSANA E TPP
CARREGADAS COM 11% DE EXTRATO DE FOLHAS DE ALCACHOFRA (Q11) E PARA FOSFOLIPIDIO E

QUITOSANA LIVRES. 169

FIGURA 8. TERMOGRAMA CONTENDO O PERFIL TERMICO DAS (QL100) TPP-QUITOSSOMAS COM
100% DE EXTRATO DE FOLHAS DE ALCACHOFRA E DO EXTRATO DE FOLHAS DE ALCACHOFRA

LIVRE. 170




FIGURA 9. ESPECTRO INFRAVERMELHO DE TRANSFORMADA DE FOURIER TERMOGRAMA PARA
(BQL) TPP-QUITOSSOMA VAZIA, (QL11)(QL100), TPP-CHITOSSOMAS COM 11% E 100% DE
EXTRATO DE FOLHAS DE ALCACHOFRA, RESPECTIVAMENTE, (BQ) MICROPARTICULAS DE
QUITSANA E TPP VAZIAS, (Q11) MICROPARTICULAS DE QUITOSANA E TPP CARREGADAS COM

11% DE EXTRATO DE FOLHAS DE ALCACHOFRA. 171

FIGURA 10. PERFIS DE TRANSMISSAO PARA (BQ) MICROPARTICULAS DE QUITSANA E TPP
VAZIAS, (Q11) MICROPARTICULAS DE QUITOSANA E TPP CARREGADAS COM 11% DE EXTRATO DE

FOLHAS DE ALCACHOFRA. 173

FIGURA 11. ESPECTRO INFRAVERMELHO DE TRANSFORMADA DE FOURIER TERMOGRAMA PARA
(BQL) TPP-QUITOSSOMA VAZIA, (QL11)(QL100), TPP-CHITOSSOMAS COM 11% E 100% DE

EXTRATO DE FOLHAS DE ALCACHOFRA, RESPECTIVAMENTE. 174

CAPITULO 6 PESQUISA DE MERCADO DE SORBET FUNCIONAL COM EFEITO
SIMBIOTICO ACRESCIDO DE XILITOL, L. GASSERI E INULINA 181

FIGURA 1. CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS DOS VOLUNTARIOS PARTICIPANTES DA PESQUISA

ONLINE 189

FIGURA 2. NUVEM DE PALAVRAS CITADAS PELOS VOLUNTARIOS QUANDO PERGUNTADOS SOBRE

QUAIS ALIMENTOS SE LEMBRAVAM TER COMPRADO SO PELO FATO DE O ROTULO ALEGAR

BENEFiCIOS A SAUDE 191
FIGURA 3. NUVEM DE PALAVRAS CONTENDO AS PALAVRAS CITADAS PELOS VOLUNTARIOS
QUANDO QUESTIONADOS SOBRE QUAIS ALIMENTOS PROBIOTICOS JA HAVIAM CONSUMIDO. ......192
FIGURA 4. NUVEM DE PALAVRAS CONTENDO AS PALAVRAS CITADAS PELOS VOLUNTARIOS
QUANDO QUESTIONADOS SOBRE QUAIS ALIMENTOS PREBIOTICOS JA HAVIAM CONSUMIDO........192
FIGURA 5. NUVEM DE PALAVRAS CONTENDO AS PALAVRAS CITADAS PELOS VOLUNTARIOS
QUANDO QUESTIONADOS SOBRE QUAIS ALIMENTOS GASTARIAM DE ENCONTRAR EM UMA VERSAO

MAIS SAUDAVEL. 194

CAPITULO 7 DESENVOLVIMENTO E ACEITACAO SENSORIAL DE SORBET

FUNCIONAL CONTENDO MICROPARTICULAS FITOTERAPICAS 200
FIGURA 1. TESTE DE DIGESTIBILIDADE IN VITRO NA FORMULACAO SEM PARTICULAS......ccceeueee. 208
FIGURA 2. COMPARACAO DE COLORACAO ENTRE AS FORMULACOES DE SORBET. ...uueceerrruveessrsnnee 211

FIGURA 3. CURVA DE FLUXO PARA AS FORMULACOES X, LP E S DE SORBET OBTIDAS A 20 °C....213
FIGURA 4. CURVAS DE VISCOSIDADE APARENTE EM FUNCAO DA TAXA DE DEFORMACAO PARA AS

DIFERENTES AMOSTRAS DE SORBET. 215




FIGURA 5. HISTOGRAMA GERADO PELA AVALIACAO DE MODO GERAL DOS SORBETS, DE ACORDO

COM A NOTA DADA PELOS 125 PROVADORES VOLUNTARIOS 219

FIGURA 6. HISTOGRAMA GERADO PELA AVALIACAO DE SABOR, COR, TEXTURA E SABOR RESIDUAL
DOS SORBETS, DE ACORDO COM A NOTA DADA PELOS 125 PROVADORES VOLUNTARIOS...............220
FIGURA 7. HISTOGRAMA GERADO PELA INTENCAO DE COMPRA DOS 125 PROVADORES

VOLUNTARIOS, (1) ANTES DE CONHECER OS BENEFICIOS DO CONSUMO DE EXTRATO DE FOLHAS DE

ALCACHOFRA E (2) APOS SER INFORMADO SOBRE TAIS BENEFICIOS. 221

FIGURA 10. ANALISE DOS COMPONENTES PRINCIPAIS DA AMOSTRA . 222

FIGURA 11. NUVEM DE PALAVRAS CONTENDO TERMOS-CHAVE QUE RESUMEM AQUELES
UTILIZADOS PELOS PROVADORES NA ANALISE SENSORIAL PARA SE REFERIR AO QUE MAIS

GOSTARAM NAS AMOSTRAS DE SORBET. 223

FIGURA 12. NUVEM DE PALAVRAS CONTENDO TERMOS-CHAVE QUE RESUMEM AQUELES

UTILIZADOS PELOS PROVADORES NA ANALISE SENSORIAL PARA SE REFERIR AO QUE MENOS

GOSTARAM NAS AMOSTRAS DE SORBET. 224
CONSIDERACOES FINAIS 229
APENDICE 233

FIGURA 1. PLACA DE PETRI CONTENDO COLONIAS DE LACTOBACILLUS GASSERI (A), LAMINA DE
COLORACAO GRAM OBSERVADA EM MICROSCOPIO (B) EXEMPLO DE CELULAS TiPICAS DE

LACTOBACILLUS GASSERI (C). 243

FIGURA 2. MICROPARTICULAS LIPIDICAS DE CERA DE ABELHA E OLEO DE ABACATE CONTENDO
LACTOBACILLUS GASSERI OBTIDAS POR PGSS COM DIFERENTES TEMPOS DE HOMOGENEIZACAO

(1,2 E 3 HORAS, RESPECTIVAMENTE) A 200 BAR E 60 °C. 244

FIGURA 3. DISTRIBUICAO DO TAMANHO DAS PARTICULAS LIPIDICAS SOLIDAS FORMADAS POR
PGSS coM CO, SUPERCRITICO (60°C, 200 BAR) COM DIFERENTES TEMPOS DE

HOMOGENEIZACAO. 245




Lista de Tabelas

INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA 32
CAPITULO 1 ALIMENTOS PROBIOTICOS, PREBIOTICOS E SIMBIOTICOS:
CARACTERISTICAS, APLICACOES E PROTECAO POR ENCAPSULACAOQO — REVISAQ 42
CAPITULO 2 EXTRATO DE FOLHAS DE ALCACHOFRA RICO EM COMPOSTOS
BIOATIVOS — OTIMIZACAO DO PROCESSO DE EXTRACAO UTILIZANDO ETANOL
PRESSURIZADO E COMPARACAO COM OUTRAS TECNICAS 72

TABELA 1. DELINEAMENTO FATORIAL FRACIONARIO 2*' PARA OTIMIZACAO DO PROCESSO DE
EXTRACAO COM SOLVENTE PRESSURIZADO (VARIAVEIS CODIFICADAS)....ccccreeereeerareraecsseessesssnsesanes 18

TABELA 2. COMPOSICAO CENTESIMAL DE FOLHAS SECAS DE ALCACHOFRA TRITURADAS

EXPRESSAS EM BASE SECA 83
TABELA 3. ANALISE DE EXTRATOS DE FOLHAS DE ALCACHOFRA OBTIDOS POR DIFERENTES
METODOS USANDO ETANOL COMO SOLVENTE. RESULTADOS EXPRESSOS POR G DE EXTRATO. .....85
TABELA 4. ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA) PARA MODELOS DE PRIMEIRA ORDEM PARA

RENDIMENTO DE EXTRACAO, TEOR DE COMPOSTOS FENOLICOS, TEOR DE TANINOS E ATIVIDADE

ANTIOXIDANTE DE EXTRATOS DE FOLHAS DE ALCACHOFRA (ERRO RESIDUAL). 89
TABELA 5. FATOR DE RETENCAO DE BANDA DE INULINA OBSERVADO EM CROMATOPLACAS DE

SILICA GEL APOS CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA. 93

TABELA 1. SOLUBILIDADE DA MISTURA BINARIA DE OLEO DE ABACATE E CERA DE ABELHA EM

CO, SUPERCRITICO (G/KG CO,) SOB DIFERENTES PRESSOES, TEMPERATURA E TEMPOS DE

CONTATO ESTATICO 118
TABELA 2. ACIDOS GRAXOS PRESENTES NO OLEO DE ABACATE E NA CERA DE ABELHA,

DETERMINADO POR ANALISE DE GC-MS. 121

TABELA 3. ANALISE DA DISTRIBUICAO DE TAMANHO DE PARTICULAS FORMADAS PELA MISTURA

BINARIA DE CERA DE ABELHA E OLEO DE ABACATE EM CQO, SUPERCRITICO A 60 °C SOB

DIFERENTES PRESSOES. 124
TABELA 4. ANALISE DA DISTRIBUICAO DE TAMANHO DE PARTICULAS FORMADAS PELA MISTURA
BINARIA DE CERA DE ABELHA E OLEO DE ABACATE EM CO, SUPERCRITICO A 60 °C SOB

DIFERENTES PRESSOES. 125

TABELA 5. ANALISE DA CORRELACAO ENTRE A PRESSAO UTILIZADA E A SOLUBILIDADE EM CO,
SUPERCRITICO, EXPANSAO VOLUMETRICA E TEMPERATURAS DE FUSAO E SOLIDIFICACAO DA

MISTURA LIPIDICA DE CERA DE ABELHA E OLEO DE ABACATE (1:1) E TAMANHO E A DENSIDADE



APARENTE DAS PARTICULAS OBTIDAS POR PGSS A PARTIR DA MISTURA LIPiDICA A 60 °C COM

AGITACAO DE 1250 RPM POR 1H. 126

CAPITULO 4 MICROPARTICULAS LIPIDICAS CARREGADAS COM EXTRATO DE
FOLHAS DE ALCACHOFRA FORMADAS POR RAPIDA EXPANSAO DE SOLUCAO
SUPERCRITICA 134

TABELA 1. ANALISE DA DISTRIBUICAO DE TAMANHO DAS PARTICULAS DE CERA DE ABELHA E
OLEO DE ABACATE COM EXTRATO DE FOLHAS DE ALCACHOFRA FORMADAS COM CO,
SUPERCRITICO (60 °C, 200 BAR, 3 HORAS) COM DIFERENTES PROPORCOES LIPiDIOS/EXTRATO..142
TABELA 2. PORCENTAGEM DE INULINA DISPERSA NAS DIFERENTES SOLUCOES PREPARADAS APOS

AGITACAO MAGNETICA POR 5 MINUTOS. 148

CAPITULOS MICROPARTICULAS DE QUITOSANA E TPP CARREGADAS COM
EXTRATO DE FOLHAS DE ALCACHOFRA FORMADAS POR GELIFICACAO IONICA
152

TABELA 1. PARTICULAS DE QUITOSANA E TRIPOLIFOSFATO DE SODIO OBTIDAS POR GELIFICACAO
IONICA COM E SEM PRE SOLUBILIZACAO DO EXTRATO DE FOLHAS DE ALCACHOFRA EM

FOSFOLIPIDIO. 158

TABELA 2. ANALISE DO DIAMETRO DAS PARTICULAS EM SUSPENSAO E POTENCIAL ZETA .......... 165

CAPITULO 6 PESQUISA DE MERCADO DE SORBET FUNCIONAL COM EFEITO

SIMBIOTICO ACRESCIDO DE XILITOL, L. GASSERI E INULINA 181
CAPITULO 7 DESENVOLVIMENTO E ACEITACAQO SENSORIAL DE SORBET

FUNCIONAL CONTENDO MICROPARTICULAS FITOTERAPICAS 200
TABELA 1. RESULTADOS DE ANALISES DA COMPOSICAO CENTESIMAL 211
TABELA 2. ANOVA PARA OS RESULTADOS DA COMPOSICAO CENTESIMAL 212

TABELA 3. PROPRIEDADES REOLOGICAS DAS FORMULACOES DE SORBET, UTILIZANDO SACAROSE

(S), XILITOL (X), XILITOL E MICROPARTICULAS DE ALCACHOFRA (LP). cccccueeereereerceescercnresaneanes 214
TABELA 4. RESULTADOS DA QUANTIFICACAO DE INULINA. 216
TABELA 5. ANOVA PARA OS RESULTADOS DA ANALISE SENSORIAL. 218

TABELA 6. TESTE DE ACEITACAO DO CONSUMIDOR DOS SORBETS DE MORANGO ELABORADOS COM

XILITOL, SEM E COM PARTICULAS DE EXTRATO DE ALCACHOFRA. 218

CONSIDERACOES FINAIS 229




APENDICE...... 233

TABELA 1. DILUICAO SERIADA DE LACTOBACILLUS GASSERI EM AGUA PEPTONADA 0,2%. ..........238
TABELA 2. ANALISE DA DISTRIBUICAO DE TAMANHO DAS PARTICULAS FORMADAS COM CO,
SUPERCRITICO (60 °C, 200 BAR) COM DIFERENTES TEMPOS DE HOMOGENEIZACAO. ....cocurenesnssss 245
TABELA 3. VIABILIDADE DAS CELULAS DE LACTOBACILLUS GASSERI APOS LIOFILIZACAO,
MISTURA COM CERA DE ABELHA E OLEO DE ABACATE E PROCESSAMENTO COM CQO,

SUPERCRITICO A 60 °C E 200 BAR. 246




AA
ABTS
ANOVA
ANVISA
AOAC

BIOSAS
B.O.D.
BQ
BQL
C

CA
CaCl,
CAS
CCD
CEPH
CLA
CO,

D [4.,3]
Do
Dso
Do

bbb

L A A T 2 S A S e A

Lista de Abreviac¢oes

Atividade Antioxidante

Acido 2,2'-azino-bis3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico

Andlise de Variancia

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria

Associacdo Oficial de Quimicos Analiticos (A4ssociation of Official
Analytical Chemists)

Precipitacdo Antissolvente Supercritica de Biomoléculas em Matriz Oleosa
Demanda Bioquimica de Oxigénio (Biochemical Oxygen Demand)
Microparticulas de Quitosana e TPP sem adicao de extrato
TPP-quitossomas sem adi¢ao de extrato

Numero de Ciclos

Cera de Abelha

Cloreto de Calcio

Servico de Resumo Quimico (Chemical Abstract Service),
Cromatografia em Camada Delgada

Comité de Etica em Pesquisa com Humanos

Acido Linoleico Conjugado

Dioxido de Carbono

Diametro médio ponderado em volume

Maior diametro dentre as 10% menores particulas

Maior diametro dentre as 50% menores particulas

Maior diametro dentre as 90% menores particulas

Difratograma de raios X.

Equivalente em Acido Galico

Expansao Volumétrica

Frutooligossacarideos

Fator de Retencao

Espectros Infravermelhos com Transformada de Fourrier
Cromatografia Gasosa

Cromatografo Gasoso acoplado a Espectrometro de Massas

Galactooligossacarideos



GRAS

HCI
ISAPP

K

LP
MAC
MAG
MET
MEV
MOS
MRS
n
NaCl
NaOH
Na,POH4
OA

p
PCA
PGSS

PLE
Q11

Q16

Q44

Q100

QL

l

L T e A e A

!

!

Geralmente Reconhecidos como Seguros a Saude (Generally Recognized As
Safe)

Acido Cloridrico

Associacdo Cientifica Internacional para Probidticos e Prebioticos
(International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics)

Indice de Consisténcia

Sorbet adogado com Xilitol com adi¢ao de particulas lipidicas solidas
Maceragao

Agitagdo Magnética

Microscopia Eletronica de Transmissao

Microscopia Eletronica de Varredura

Mananoligossacarideo

Caldo De Man, Rogosa e Sharpe

Parametro do modelo de Rosin-Rammler

Cloreto de Sodio

Hidroxido de Sodio

Hidrogenofosfato dissddico

Oleo de Abacate

p valor obtido pela ANOVA

Analise de Componente Principal

Particulas de Solucao Saturada de Gas (Particles from Gas Saturated
Solution)

Extracdo com Liquido Pressurizado

Microparticulas de Quitosana e TPP carregadas com 11% de extrato de
folhas de alcachofra

Microparticulas de Quitosana e TPP carregadas com 16% de extrato de
folhas de alcachofra

Microparticulas de Quitosana e TPP carregadas com 44% de extrato de
folhas de alcachofra

Microparticulas de Quitosana e TPP carregadas com 100% de extrato de
folhas de alcachofra

Sorbet adogado com Xilitol com adicdo de TPP-quitossomas carregadas

com 100% de extrato de folhas de alcachofra liofilizada



QL11 — TPP-quitossomas carregadas com 11% de extrato de folhas de alcachofra

QL16 — TPP-quitossomas carregadas com 16% de extrato de folhas de alcachofra

QL44 — TPP-quitossomas carregadas com 44% de extrato de folhas de alcachofra

QLI100 — TPP-quitossomas carregadas com 100% de extrato de folhas de alcachofra

QS — Sorbet adocado com Xilitol com adicdo de TPP-quitossomas carregadas
com 100% de extrato de folhas de alcachofra em solucao

r — Coeficiente de correlagao de Pearson

R — Rendimento

R? — Coeficiente de Regressao

S —  Sorbet adogado com Sacarose sem adi¢ao de particulas

SOX — Extracdo com Soxhlet

T — Temperatura

TCF — Teor de Compostos Fenolicos Totais

TCLE — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TE — Tempo Estatico

T — Temperatura de Fusao

TI — Teor de Inulina

TPP — Tripolifosfato de Sédio

T — Temperatura de Solidificagao

TT — Teor de Taninos

UFC — Unidades Formadoras de Colonias

ULT — Extragdo Assistida por Ultrassom

A% — Volume do solvente utilizado no enxague da célula do PLE

X — Sorbet adogado com Xilitol sem adi¢do de particulas

XOS — Xilooligossacarideo

Xr — Parametro do modelo de Rosin-Rammler

y — Taxa de Deformagao

o — Tensado de Cisalhamento

o — Tensdo de Cisalhamento Inicial

C — Potencial Zeta



INDICE

INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA 32

1 REFERENCIAS 38

CAPITULO1 ALIMENTOS PROBIOTICOS, PREBIOTICOS E SIMBIOTICOS:
CARACTERISTICAS, APLICACOES E PROTECAO POR ENCAPSULACAQ — REVISAQ 42

1 INTRODUCAO 44
2 DESENVOLVIMENTO 45
2.1 PREBIOTICOS ...ocoviitiiitieitteeireeteereeteesteesseessseesseesseeseesseasssasssasssesssesssesssssssessssssssessesssesssessssesssenns 45
2.2 PROBIOTICOS ....cuviiuveeieeteettesteseteeereesseeseesteessesasaeesssasseesseessaasssesssasssesssessssessesssesssssssesssesssessesnns 49
2.3 INTERAGQAO ENTRE PROBIOTICOS E PREBIOTICOS - SIMBIOTICOS .......ccovveveerienreeniresrreenreeveeseenns 55
A Y, (0 200) D3 \(0F-N 2] 6] 767X @ TN 57
3 CONSIDERACOES FINAIS 62
4 REFERENCIAS 62

CAPITULO 2 EXTRATO DE FOLHAS DE ALCACHOFRA RICO EM COMPOSTOS
BIOATIVOS — OTIMIZACAO DO PROCESSO DE EXTRACAO UTILIZANDO ETANOL

PRESSURIZADO E COMPARACAO COM OUTRAS TECNICAS 72
1 INTRODUCAO 74
2 MATERIAL E METODOS 76
2.1 CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA ......ooteouueiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeeeeeeesesennaeeeesesessssasaeseesesens 76
2.2 OBTENCAO DE EXTRATOS DE FOLHA DE ALCACHOFRA.........ccooviieeiireeeeeiteeeeeeitreeeeeiareeeeensreseeennes 77
2.3 CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS DE FOLHAS DE ALCACHOFRA.........ccovuvieeeerreeeeeneeeeeeireeeeeennees 79
2.3.1 Atividade antioxidante pelo método do radical ABTS ........ccoooiiiiiiciiei e 79
2.3.2 Compostos Fendlicos Totais (reativos ao Folin-Ciocalteu) .........ccevvveeeriiiieei i 80
2.3.3 Quantificagcdo de taninos cONAENSAAOS .......ccccuiieeiiiiiie et eere e e ebae e e e e sareeeennees 81
2.3.4 Cromatografia em Camada Delgada........cceeveuiiiiiiiiiiiccee e e 81
2.3.5 Quantificacdo do teor de iNUIING..........cocciiiiiiiiie e et 82
2.4 ANALISE ESTATISTICA ....ocutiuiitiitiitistei ettt ettt ettt st st ettt be e ebesbentenseneeneas 82
3  RESULTADOS E DISCUSSAOQ .c.uccuresuresuicssnsessssessssesssssssssssssssssessssssssssses 83
3.1 CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA E DO LEITO FIXO DE EXTRACAO .....cuvvveeeeieeeeeeeeeeeenen. 83

3.2 ESTUDO DE OBTENCAO DE EXTRATO DE FOLHAS DE ALCACHOFRA .........cocooviuvieeeeneeeeeeneeeeeeenenns 84



K 00 R Y/ <1 e Yo Lo T I = T L Toi o Y o F= L1 84

3.2.2 Extragdo com LiQUIdO PreSSUNiZado ......ccceeeecciiieeceieee ettt etee e te e e e eavae s e e rae e s e aaae e e e 87
3.2.3 Cromatografia em Camada Delgada ........cccceeeeeeiiiiiiii e 91
4 CONCLUSAO 94
5 AGRADECIMENTOS 94
6 REFERENCIAS 95
1 INTRODUCAO 101
2  MATERIAL E METODOS 103
B T\ Vg N 23 33 1N OSSR UPPR 103
2.2 COMPORTAMENTO LIPIDICO EM CO, SUPERCRITICO OBSERVADO NO MONITOR DE FASE .......... 104
2.2.1 Temperaturas de fusdo e solidificacdo em CO, SUPErCritiCo .....vvvveiuiererciieeeecieeeeciee e, 105
2.2.2 Expansdo volumétrica em CO, SUPEICILICO ..ocvuvuiieiiiiieeciitieeeteeeetee et e e e e esaaae e 106
2.2.3  Intumescimento Por absSOr¢ao dE COy..ciuuiiiiiiiiiiieeiiee e ettt eestee e eettre e e et e e e eabaee e s aaeeeeeanraeeean 106
2.2.4 Solubilidade em CO, SUPEICITTICO....cuutiiiiiieieeciieee ettt e ettt ecte e estee e e ete e e e eara e e s seaeeeesasraeeens 107
2.3 PERFIL DE ACIDOS GRAXOS .....coutrtitintententeutetteteetestensetestesteueesessessestensensesseseeneesessessesaensensenseneenes 108
2.4  ATIVIDADE DE ELIMINACAO DE RADICAIS ABTS ...oooiiieieeeeee e 108
2.5 FORMACAO DE PARTICULAS ......oooiuiiiteieteeetee ettt et eete et eteeeteeeveeeveeeveeeteeeaeseanseveeereeeaeeereeenreenns 109
2.6 CARACTERIZACAO DE PARTICULAS ....c.vviitiieteeeee et ettt ettt eeve v eveeeaeeenveeve e 110
N 30 R Y [ o] o = T- 1S UURRN 110
2.6.2 Distribuicdo de tamanho e densidade aparente........ccceccvieeeecieie e 110
2.6.3  POlMOITISIMO ..ttt st st st sttt et e b e be e be e b sre e s e e saresaneas 111
2.6.4  Propriedades TEIMMICAS .....ceeeieeiiieeecieee e ceeee et ette e e e ete e e e e e e e e ebeeeeeeabaaeeeeaseeesenssaeeeeseeeannns 111
2.6.5  ESTIULUIA QUIMICA .ccccuriieeeieieeeeiieeeeeteeeeectte e e eetteeeestteeeeettaeeeeeabaeeeeessseaeeassaaeesssaseesanteeaesnssseenanns 111
2.7 ANALISE ESTATISTICA ..ottt sttt ettt ettt sttt ettt st 111
3 RESULTADO E DISCUSSAO 112
3.1 COMPORTAMENTO LIPIDICO EM CO, SUPERCRITICO OBSERVADO NO MONITOR DE FASE .......... 113
3.1.1 Temperaturas de fusdo e solidificacdo em CO, SUPEICItiCO ...cuvveeeviireeciiee e e, 113
3.1.2 Expansdo volumétrica em CO, SUPEICITICO ...ccvriieeiiiieecciiiieeecteeeeeee et eectr e e e v e e e nraeeean 115
3.1.3 Intumescimento Por abSOrcao de COy...uuuiiiiiiiiiiiciiiiiee e e eeecctrtee e e ee s ctreree e e e e e rrreaae e e e eeeannnes 117
3.1.4 Solubilidade de lipidios €m CO5 SUPEICITICO ..uvviieeeiieeecciiiieeeteee ettt et e e e arae e 118
3.2 PERFIL DE ACIDOS GRAXOS .....ooutrtitintentenieutetteteetestensetesteseeueesesuessestensensesseseeneesessessesaensensenseneeses 120
3.3 ATIVIDADE DE ELIMINACAO DE RADICAIS ABTS ... 122
3.4 ESTUDO DAS PARTICULAS FORMADAS POR PGSS......coiiiiiiiiiiiiirenerccceeeee e 122
3.4.1 Caracteristicas macroscopicas € Morfologia.......ccceccueieeiiiiieeiiiie e e 122

3.4.2 Distribuicdo de tamanho, densidade aparente e andlise de correlagdo........ccccceeeecuvveeennen.. 124



3.4.3 Polimorfismo e propriedades tErMICAS........cccccviiiiiiiiiieciie et e e e rar e e e ssaaeeeeens 126

3.4.4  EStrULUIAs QUIMICAS . ..ueiiiiiiiieeeiieeeesiteee sttt eeettreesetreeeesabeeesseabeeeesstaeeesassaseensssaessasasessassenesanes 128
4 CONCLUSAO 129
5 REFERENCIAS 130

CAPITULO 4 MICROPARTICULAS LIPIDICAS CARREGADAS COM EXTRATO DE
FOLHAS DE ALCACHOFRA FORMADAS POR RAPIDA EXPANSAO DE SOLUCAO

SUPERCRITICA 134
1 INTRODUCAO 136
2 METODOLOGIA 138
2.1 OBTENCAO DE EXTRATO DE FOLHA DE ALCACHOFRA .........coovvviiiierieeeeereeeeeeireeeeeeireeeeeeneeeeennns 138
2.2 IMPREGNACAO EM MEIO SUPERCRITICO ....ccciioiiieiieeiee e e e e e e 138

2.3 CARACTERIZACAO DAS MICROPARTICULAS LIPIDICAS CARREGADAS COM EXTRATO DE FOLHAS

DE ALCACHOFRA .....ooiiiiiiietiieetie ettt esteeetteesteaaseeesssaesssssessssesssesessseesssseasssssssseessseesssesassssesssessssseesssens 140
2.4 ANALISE DA ESTABILIDADE DAS MICROPARTICULAS SOB CONDICOES DESFAVORAVEIS ........... 140
2.5  ANALISE ESTATISTICA ..cuviiutieiietiieiee et ctte ettt ettt e e et e e ve e ta e teestaeeaveesbeebeestsasssesssessseenseenses 141
3 RESULTADOS E DISCUSSAO 141
3.1 ESTUDO DAS CARACTERISTICAS DAS MICROPARTICULAS.......cccviiiiereerienteesireeereereeveeveesenenenas 141
3.1.1 Tamanho médio e distribuicdo do tamanho das particulas........c..cccceeeecieeeeriiiieeciieeeecinene, 141
I |V T o £ (o == TSRS 143
3.1.3 Polimorfismo e propriedades TEIMICAS.........cccviiieeeiiieeeciee ettt eetbe e e e rree e e eeareeaeens 143
3.2 ANALISE DA ESTABILIDADE DAS MICROPARTICULAS SOB CONDICOES DESFAVORAVEIS ........... 145
3.2.1  MICrOSCOPIA OLICA ..ccvrieieeiiie e e ettt e ettt eecte e e e ettt e e e bt e e e eateeeeeateeeesataaeeeenseeaessraseeenaseeeannes 145
3.2.2 Quantificacdo do teor de inulina disperso Nas SOIUGOES..........ccceeeeeeeeecciiiieee e e 147
4 CONCLUSAO 149
5 REFERENCIAS 150

CAPITULOS MICROPARTICULAS DE QUITOSANA E TPP CARREGADAS COM
EXTRATO DE FOLHAS DE ALCACHOFRA FORMADAS POR GELIFICACAO IONICA

152
1 INTRODUCAO 154
2 MATERIAL E METODOS 157
2.1 PRODUCAO DAS MICROPARTICULAS POR GELIFICACAO IONICA........ccovvuiieeeiiieeeeiieeeeeeieeee e 157

2.2  CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DAS SUSPENSOES......ciiiiuiieiiiirieeeiieeeeesieeeessieeesssieeesssnnes 159



2 2 R Y [ o] o - T- 1S PUPR RPN 159

2.2.2 Determinac¢do do didametro médio por espalhamento de luz dinamico e potencial Zeta...... 159
2.2.3 Determinacgdo do didmetro médio por difragdo A 1aSer .......ccccuveeeeciieeeciiieeecceee e 159
D S o] 1104 To] Y0 Lo O U PSSP PPRTR 160
2.2.5  Perfil HEIMICO..ciiiiiie ettt ettt et e sb e st at e ae e ae e ehe e et e e teea 160
2.2.6  ANAliSE tErMOGIraVIMETIICa. . cccccteeeecciieie ettt ettt ctee e e e ete e e e e tte e e e etbeeeeeearaeeeeeraseeeesseaanans 160
2.2.7  ESTIULUIA QUIMICA .eeiuiiieeieeieeeeciiteeeeteeeeectteeeeeteeeeeetbeeeeeubaeeeeebaeeeeessseeeeassaseessssseesanteeaesssseenanns 160
2.2.8  EStabilidade FISICA ....eeieeieiieieiie ettt et ettt sb e st st st st eane e 161
2.3 ANALISE ESTATISTICA .cuveutiuieiieiieitetestent ettt ettt st sttt ettt b e sae sttt ettt ebe b st nae e 161
3 RESULTADOS E DISCUSSAO 161
3.1 CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS .....cceeuiruirtinrentetentemteiteuestestensestensensesteseeneesesaessesaensenseneeneenes 162
3.2 CARACTERIZACAO DAS SUSPENSOES .....coiiiottetiieeeeeeieeieeeeeeeeeeeeeeaaaeeeeeeessssssaaeeesesessssnnrsasresesssnas 163
I R |V T o £ (o ={ - TSRS 163
3.2.2 Tamanho de particulas € POteNCial Zeta.........ccuueiieciieeiiiiie ettt et erae e 164
107 T o] 1104 Y] Y Lo USSP 167
3.2.4  ANALISES TEIMICAS. .eeteeteeitieeiiete ettt ettt ettt et ettt a e ea e e e te e be e bt e be e be e she e st e sabesabeenteenneens 168
I T > U1 {0 = o [0 o ot U PURPNE 170
3.2.6  EStabilidade FiSICa ....ecviirieiieiieeiee ettt st st s 172
4 CONCLUSAO 175
5 REFERENCIAS 175

CAPITULO 6 PESQUISA DE MERCADO DE SORBET FUNCIONAL COM EFEITO

SIMBIOTICO ACRESCIDO DE XILITOL, L. GASSERI E INULINA 181
1 INTRODUCAO 183
2 MATERIAL E METODOS 186
2.1 REALIZACAO DA PESQUISA ....ooiiiiiuueieiieeeeeeeeiieeeeeeeeeeeeeateeeeeeesseeeaaaeseeeeessesssaaseeeeeeessanssaarereeseeas 186
2.2 ANALISE DOS DADOS ....ueetteuietesttetesteesteeeastesesstantesesseensassesstenseaseensesseansansesseensessesssensessesnsensens 188
3 RESULTADOS E DISCUSSAO 188
3.1 CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS .....cccuiiuieieiieiieiesteeieniesstetesseetensesseesesseensessesseensessesnsensenns 188
3.2 HABITOS DE CONSUMO ... .cetiitieuieteettetenttanteseesetesesseeatanseestensesseansensesstensesseansensesnsessesssensessesseens 190
3.3 INTENCAO DE COMPRA ...ouvvviiiiiiiieciteeetee e e e eeeeaeeeeeeeeeeeeaaaaeeeeeeesseesaaaeeeeeeesseansaaaeeeeeesssennrraerereeeenas 193
R 00) 34 24 ) 17X L0 ) 1 TR 194
4 CONCLUSAO 195

5 REFERENCIAS 196




CAPITULO 7 DESENVOLVIMENTO E ACEITACAO SENSORIAL DE SORBET

FUNCIONAL CONTENDO MICROPARTICULAS FITOTERAPICAS 200
1 INTRODUCAO 202
2 MATERIAL E METODOS. .cciciessessssssossssssssssssssssossssssosssssssssssssssssssssssosssssssssossssssssssssssssossssssossssssssssss 204
2.1 PROCESSAMENTO DO SORBET .....cuoiteuiieuinterirteniasentsteneesesteseseeseseesessesessesessesessesessesessensssensesensesens 204
2.2 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA, REOLOGICA E MICROBIOLOGICA ......cceeuereerrerienreieieneenen 206
2.2.1 CompoSIiCA0 CENTESIMAL c..uiiiiiiiiiee ettt e e ettt e e e e sabe e e e sabeaeesebaeeeesrtaeeeenns 206
2020 A O |- Yo (=1 g .z- ot [0 W =To] Lo =T oF- IO USRI 206
2 20 T V=Y =W o [N ole] (o] r=Tot- [o TR SRR 207
D2 S N T 1 E =N g Y ol o] o1{o] oY ={ ot [P TSPRUSRN 207
2.3 DIGESTIBILIDADE IN VITRO E QUANTIFICACAO DO TEOR DE INULINA ......cooviiiiireeeeeieeinereeeeeenn 207
2.4 ANALISE SENSORIAL.....ueteuiuieuiietentetetesenteseeseseesesesseseesestesensesensesessesensesensesessesessesessesessensssensesens 208
2.5  ANALISE ESTATISTICA ....oouiiuiitiriiitintiieieteiteieet sttt ettt ettt sttt ettt ese b st bese e e e 209
2.5.1 Andlise das notas das amostras através de ANOVA. .....cccceerviiirietiniee ettt enreesieessiae e 209
3 RESULTADOS E DISCUSSAO...cucerisursisssesssessssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssss 210
3.1 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DO SORBET ......eeiteoueieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeraeeeeseraneeeseas 210
3.1.1  CaracteristiCas VISIVEIS....cuuiirieeecee ittt ettt ettt e e st esate e st e ebe e et e e sabe e sbae e abe e s baeenees 210
3.1.2 CompOoSIiCA0 CENTESIMAI ..uviiiiiiiiee ettt cte e e et e e e e s sbe e e e sabtaeesearaeeeesrtaeeesans 211
N NG IN OF: [ - Tor (< g 2= Tot- [0 W =To] Lo =T oF- IS USRS 213
3.2 DIGESTIBILIDADE IN VITRO E QUANTIFICACAO DO TEOR DE INULINA ......ooovvuuiiiieeeeeeeeeineeeeeeeenn 215
3.3 ANALISE MICROBIOLOGICA .....ccutrttitintitenieniententesesteetestestesenteneeseesessessessesensenseneeseesessessensensensenes 217
3.4 ANALISE SENSORIAL......ccutieuiietitenietesteteseesentesestesesesessesesseseasesessessaseneesensesensesensesessesessesssseneesens 217
4 CONCLUSAO 224
5 REFERENCIAS 225
CONSIDERACOES FINAIS ...ccoccocvuninncnsnnncene 229
APENDICE 233
APENDICE A MICROPARTICULAS LIPIDICAS CARREGADAS LACTOBACILLUS GASSERI. ......... 234
1 INTRODUCAO 235
2 MATERIAL E METODOS 237
2.1 IMIATERIAL ..ttt ettt ettt ettt e b e s bt e e et et e bt e bt e bt e s bt e sa et emteemte e bt e ebeeeaeeembeeabeenbeebeanneas 237
2.2 PRODUCAO DE LACTOBACILLUS GASSERI........uuueeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeieeeeeeeesessiaaeeseeesssensnsaansseesees 237
N R B 1 (V] or- To BT =T g =T I T USS 237

2.2.2 Cultura de bactérias lacticas €m Agar MRS ..........cooiiiiiiiiie ettt e tee e e e erae e 238



2.2.3 Isolamento das colbnias tipicas de Lactobacillus GASSEri ...........ueeceuueeeccveeeiiiieeeeiieeeeceieenn 239

2.2.4 Cultura de bactérias lacticas @m caldo MRS ........coiiiiiiriiiiiie e 239
D T 0o (o1 - [or- To J G =1 2 o USRS 240
2.3 LIOFILIZACAO DE LACTOBACILLUS GASSERI .......couoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeesiaaeeeeessesessavseeeesssenns 240
2 T R o =T o - = Yok To Yo [0 Wl g To] o] o ] £ <1 ¥ | SRR 240
2.3.2 Preparo do microrganismo para 0 CoNgelamento......ccccceeecciiiiiie e 240
e T T W o) 1 1= Yok T SRR 241
2.4  MICROENCAPSULACAO EM MEIO SUPERCRITICO. ...uuoiiiiuiiiiiiiiiiieeeiiieeeeeieeeeeeieee e e e e snaee e s 241
2.5 DETERMINACAO DA VIABILIDADE CELULAR ........cccottiittteetieeeeeieiiteeeeeeeeeesssaeeeeeeeesssnnnssaereseessens 242
2.6 TAMANHO MEDIO E DISTRIBUICAO DO TAMANHO DAS PARTICULAS .....vvvviiviiiieieieeeeeeneee e 242
3 RESULTADOS E DISCUSSAO 243
3.1 PRODUCAO DE LACTOBACILLUS GASSERI.......uuvveeeeeeeieeeeieeeeeeeeeeeeeieeeeeeeesessiaaeeeeseessennssaaneseesens 243
RIS 35 (6) 3 1 ) /7.0 @ TSR 244
3.3 PARTICULAS LIPIDICAS SOLIDAS CARREGADAS COM L. GASSERI ......ccovvueeeeeieerianiniesienieneennenns 244
3.3.1 CaracteristiCas MaCrOSCOPICAS ...ueeircuireeeiciiieeiciieeeeectteeeeitee e e esteeeesetteeeesrtaseessabeeessnsaseesensseeaens 244
3.3.2 Andlise do tamanho de PartiCUlas........ccccueieeiiiiie it ere e e e eaaaae e e 245
3.3.3 Viabilidade celular pds-processamento SUPErCritiCO......ccoiieiiiiieeeciieee et 246
4 CONCLUSAO 247
5 REFERENCIAS 247
APENDICE B  ATIVIDADES GERAIS E DIVULGACAO DOS RESULTADOS 250

APENDICE C FORMULARIO E TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DA

PESQUISA DE INTENCAO DE COMPRA ONLINE 254

1 FORMULARIO APLICADO AOS VALUNTARIOS POR MEIO DA PLATAFORMA GOOGLE FORMS...254

Lol PARTE 1 oottt ettt b ettt et et s e e s e e e s et e s e s eseeseneenens 254
1.2 PARTE 2 oottt ettt ettt ettt et s et e st e s e s e st et e st e b en e et e st et enses et es et eseaseneeseneanens 256
1.3 PARTE 3 oottt ettt ettt se ettt b e st et e st s e ne et et e s e s es et es et ene s ese et eneenene 258
2 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 260

FICHA 1 DA ANALISE SENSORIAL DE SORBET DE MORANGO FUNCIONAL 261

FICHA 2 DA ANALISE SENSORIAL DE SORBET DE MORANGO FUNCIONAL 262

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DA ANALISE SENSORIAL ....ccceceeeueeneesacens 263

1
2
3
4 CONVITE ENVIADO VIA E-MAIL PARA ANALISE SENSORIAL 265
5 ORIENTACOES FIXADAS NA ENTRADA DO LABORATORIO DE ANALISE SENSORIAL.......ccceeueeee. 266
6

AVISO UTILIZADO PARA DEMARCAR CABINES NA ANALISE SENSORIAL 267




INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA




Microencapsulagdo ¢ uma técnica na qual um ou mais compostos sdo cercados ou
imobilizados por um ou mais materiais a fim de serem protegidos de fatores externos tais
como luz, alta concentragdo de oxigénio, calor, umidade, mascarando sabores e odores
desagraddveis, impedindo a evaporagdo de compostos volateis, e também para o
desenvolvimento de produtos de alto valor agregado (Comunian, 2017). Esta tecnologia tem
sido usada na industria de alimentos, uma vez que facilita a incorporagdo de ingredientes
instaveis na formulacdo de alimentos. As técnicas de microencapsulacdo podem ser
classificadas de acordo com seu principio de acdo em métodos de agao fisica, quimica ou
fisico-quimica (Comunian, Favaro-Trindade, 2016). Para a escolha da técnica a ser utilizada,
¢ necessario analisar o produto final no qual as microcépsulas serdo aplicadas, o tamanho de
particula desejado, os mecanismos de liberacao e as propriedades fisico-quimicas do material
utilizado como agente encapsulante e nucleo (Favaro-Trindade, Pinho, Rocha, 2008). Além
disso, no caso de ingrediente alimenticio, o custo e a seguranga do método e do material de
parede também devem ser considerados na selecao.

Os fluidos supercriticos, especialmente o didxido de carbono supercritico (fluido mais
amplamente utilizado devido a sua baixa temperatura critica, por apresentar-se no estado
gasoso em condicdes ambientes e pelo baixo custo), s3o meios atraentes para separagdes e
reacdes, dentre elas a formagdo de particulas, uma vez que sdo caracterizados por densidades
semelhantes a liquidos e por viscosidades e difusividades situadas entre as de gases e liquidos.
Como a densidade do fluido ¢ uma medida de seu poder solvente, os fluidos supercriticos sdao
capazes de dissolver substancias que sdo insoluveis em condigdes ambientais e precipita-las
pela expansdo da mistura supercritica (Tiirk, 2022; Tiirk, 2014).

Um fluido supercritico ¢ um fluido com pressdo e temperatura acima do seu ponto
critico, apresentando caracteristicas intermedidrias entre liquidos e gases tais como altas
viscosidade e difusividade e baixa densidade. O dioxido de carbono (CO;) possui vdrias
propriedades que o tornam um fluido supercritico atrativo, tais como sua inércia quimica e as
baixas condigdes de operacdo necessarias para atingir o ponto critico, conforme pode ser
observado na Figura 1 (O’Sulivan, Ryan, Padrela, 2022; Padrela et al., 2018).

O PGSS (Particle from Gas Saturated Solutions), um processo projetado para formar
particulas a partir de materiais que absorvem fluidos supercriticos em altas concentragdes, foi
criado e patenteado na Europa, em 1994, por Weidner, Steiner ¢ Knez. Hoje, o PGSS ¢ um
dos sistemas mais utilizados para produzir e encapsular materiais particulados que podem

melhorar a entrega e/ou liberacdo controlada de drogas e compostos bioativos. Normalmente
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os materiais utilizados como encapsulantes sdo a base de polimeros e lipidios. Nesta técnica, o
fluido supercritico ¢ dissolvido em um substrato seguido por uma rapida expansao da solugdo
saturada através de um bico aspersor causando a formagao de particulas sélidas ou liquidas de
acordo com o sistema devido ao intenso efeito de resfriamento causado pela expansao do CO;

apods passagem pelo aspersor (da Fonseca Machado et al., 2022; Cocero et al., 2009).

Figura 1. Diagrama de fases para o dioxido de carbono.
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Fonte: Bittencourt, G. M. Avaliacdo da atividade antioxidante e antimicrobiana de extratos de araga
(Psidium Grandifolium Mart. Ex DC.) obtidos por liquido pressurizado (PLE) e por fluido supercritico
(SFE). 2018. 116 p. Dissertacao (Mestrado) — Faculdade de Zootecnia ¢ Engenharia de Alimentos,
Universidade de Sao Paulo, Pirassununga, 2018.

A utilizacdo do método PGSS para encapsular compostos fitoterapicos foi descrita
principalmente para melhorar as caracteristicas dos materiais como sabor e cor ¢ também para
liberagdo controlada e/ou favorecimento da bioacessibilidade/biodisponibilidade de
compostos testados in vitro ou in vivo (Honjo et al., 2020; Hrnli€ et al., 2018; Kankala et al.,
2017).

Lipidios sdo considerados bons agentes encapsulantes para PGSS devido a sua alta
afinidade com o didxido de carbono supercritico (fluido mais amplamente utilizado nesta
tecnologia) (Cocero et al., 2009). Diversos estudos envolvendo formacao de particulas em
meio supercritico foram desenvolvidos nos ultimos anos, alguns dos lipidios utilizados foram
6leos de canola, colza e soja hidrogenados, gordura de palma, cera de abelha, monoesterato de

glicerol, entre outros, visando encapsular/impregnar compostos que promovem beneficios a
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saude tais como Vitamina B2, 6leos essenciais de horteld, horteld pimenta e Atractylodes
macrocephala, suco de sabugueiro, 4cido o-lipdico, mentol, entre outros. Ressaltando o
promissor uso desta tecnologia para a producao de particulas carregadas com compostos de
interesse tanto para a industria alimenticia como farmacéutica. As condigdes experimentais
empregadas nestes estudos foram base para os experimentos desenvolvidos nesta tese (Honjo
et al., 2020; Roda et al., 2020; Couto, Alvarez, Temelli, 2017; Ciftc, Temelli, 2016; Yang,
Ciftci, 2016; Banvolgyi et al., 2016; Zhu et al., 2010; Wen et al., 2010).

Outro material estudado como agente encapsulante neste trabalho foi a quitosana, um
polissacarideo natural linear derivado da quitina que apresenta caracteristicas como
biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixa toxicidade, efeitos imunoestimulantes, forga
mucoadesiva e efeito antimicrobiano que o classificam como um dos biomateriais mais
promissores para diferentes empregos tanto em industrias farmacéuticas quanto alimenticias
(Algharib et al., 2022; Algharib et al., 2020; Kahya, 2018). A natureza mucoadesiva torna a
quitosana uma boa alternativa para prolongar o tempo de permanéncia e aumentar o tempo de
liberacdo de compostos ativos no trato gastrointestinal (Janes et al., 2001). Microparticulas de
quitosana podem ser obtidas por gelificacdo idnica, onde uma rede tridimensional estavel ¢
criada com base na interacdo eletrostatica entre os grupos amino protonados da quitosana e os
grupos anidnicos do agente de reticulagdo, sendo o Tripolifosfato de sédio (TPP) o agente de
reticulagdo mais amplamente utilizado (Algharib et al., 2022; Esposto, 2021). Tais interagdes
podem ser reversiveis e fornecerem propriedades interessantes para a entrega de ingredientes
ativos (Janes, Alonso, 2003).

A quitosana possui muitos grupos amina livres que carregam uma carga positiva e em
pH baixo, inferior a 6,5, sdo protonadas formando polimero policatiénico. Devido ao
comportamento policationico das moléculas de quitosana, esta pode ser aplicada como
revestimento de lipossomas baseado na atragdo eletrostatica entre os grupos amino protonados
da quitosana e os grupos carregados negativamente presentes na superficie dos lipossomas,
formando sistemas hibridos denominados quitossomas conforme representado na Figura 2
(Esposto, 2021; Sreekumar, et al., 2018).

O tamanho das particulas obtidas por gelificagcdo i6nica de quitosana e TPP, ¢ afetado
por parametros de processo como concentra¢do de quitosana, concentragdo de TPP, razdo de
volume de quitosana/TPP, vazdo, pH da solucdo, adi¢do de sais a solucdo, poténcia e tempo
dos processos de sonicagdo e agitacdo e possivel adicdo de fosfolipidios e/ou crioprotetores

(Algharib et al., 2022).
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Figura 2. Representacdo de um lipossoma revestido por nanoparticulas reticuladas de TPP-
quitosana.
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Fonte: Esposto, B. S. et al. Liposomes vs. chitosomes: Encapsulating food bioactives. Trends in Food

Science & Technology, v. 108, p. 40-48, 2021.

Os medicamentos fitoterdpicos sdo usados hd muito tempo em todo o mundo e sdo
conhecidos por seu melhor valor terapéutico, incluindo menos efeitos adversos do que os
medicamentos modernos (Wahab, et al., 2022). Sdo definidos como uma preparagao derivada
exclusivamente de uma planta inteira ou partes (flor, folhas, casca, caule, rizoma, raiz) ou
seus exsudatos (resinas, latex, gomas) (Mehta, et al., 2015). A a¢do farmacologica das
formulacdes ou medicamentos fitoterapicos deve-se aos seus constituintes fitoquimicos
ativos, como alcaloides, flavondides, terpenoides, fendis, polifendis, taninos, saponinas,
polissacarideos, proteinas, lipidios e peptideos. Os medicamentos fitoterapicos tém sido
estudados e utilizados nos ultimos anos inclusive como tratamentos complementares do
COVID-19, pois alguns fitoativos ja foram relatados como potenciais inibidores das proteases
SARS-CoV-2 (Kumar et al., 2022; Khanna, et al., 2021; Rao et al., 2021; Mirzaie, et al.,
2020).

Alcachofra (Cynara cardunculus L.) é uma planta pertencente a familia Asteraceae,
nativa da bacia mediterranea, que tem sido utilizada desde a antiguidade como alimento e
como fitoterapico (Pérez-Esteve et al., 2018; Dias et al., 2018). Suas inflorescéncias imaturas
sdo consumidas frescas, enlatadas ou congeladas e suas folhas e caule sdo descartados
(Pandino et al., 2011). Estudos revelam que 1/3 das partes comestiveis de alimentos
produzidos para consumo humano sao desperdicados em todo o mundo totalizando cerca de
1,3 bilhdes de toneladas por ano (FAO, 2011), sendo assim de extrema importancia tanto do
ponto de vista sustentavel quanto econdmico, o aproveitamento das plantas alimenticias como

um todo.
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Neste sentido, as folhas da alcachofra podem ser aproveitadas como, por exemplo,
excelente fonte de antioxidantes naturais o que acarretaria em melhor aproveitamento da
planta e também em beneficios econdmicos (Pandino et al., 2011). O formuldrio de
fitoterapicos brasileiro (Brasil, 2011) recomenda a ingestdo diaria de tintura das folhas de
alcachofra para ac¢do antidispéptica, antiflatulenta, antiemética, diurética e antiaterosclerotica
e também como coadjuvante no tratamento de hipercolesterolemia leve a moderada e da
sindrome do intestino irritdvel. Na literatura também se reporta agdo hepatoprotetora,
antidiabética, efeito colerético e colagogo (Lattanzio et al., 2009; Rodriguez, Giménez e
Vazquez, 2002).

Ambos os métodos apresentados foram estudados na formacdo de microparticulas
contendo extrato de folhas de alcachofra com o intuito de mascarar o sabor deste fitoterapico
para que nao interfira no sabor e cor do alimento final e também para que este possa ser
liberado e absorvido diretamente no 6rgdo do corpo humano sobre o qual exerce efeito
fitoterapico. As particulas obtidas por ambos os métodos, uma técnica com principio de agao
fisico-quimico e outra com principio de agdo fisico, foram aplicadas em sorbet de morango e
comparadas entre si em relagdo a percepgao sensorial no produto final.

Na formulagdo do sorbet para teste das fungdes das microcapsulas formadas, o xilitol
foi empregado em substituigdo a sacarose. Xilitol ¢ um edulcorante de origem natural que
vem se destacando por apresentar seu metabolismo independente da insulina, valor calérico
reduzido, efeito anticariogénico (Maia et al., 2008) e baixo indice glicémico (Elamin et al.,
2012), sendo, portanto, indicado do tratamento de obesos, diabéticos e até¢ mesmo na nutri¢ao
parenteral (O’doneel e Kearsley, 2012). Além dos beneficios conferidos a saude, o xilitol
também apresenta propriedades tecnoldgicas atuando como agente antioxidante, umectante,
estabilizante, crioprotetor e redutor do ponto de congelamento (Ding, Yang, 2021; Zhang et
al., 2020; Candido e Campos, 1996). Nabors (2002) relata ainda que, quando aplicado em
gelados comestiveis, este substituto do acucar pode agir como agente encorpante e inibidor da

cristalizagdo.
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CAPITULO 1 Alimentos probioticos,
prebioticos e simbioticos:
caracteristicas, aplicacoes e
protecao por encapsulaciao —
Revisao




Resumo

Esta revisdao visa denominar pré- e probidticos e demonstrar as finalidades de suas aplicagdes
com destaque a simbiose destes compostos e beneficios acarretados a saude. Visando o
enriquecimento de alimentos, o que muitas vezes configura com o desenvolvimento de um
alimento funcional, os pré- e probiodticos devem ser protegidos de varios fatores que podem
reduzir sua viabilidade durante o processamento dos alimentos, durante o periodo de
armazenamento e também durante a passagem pelo trato gastrointestinal. Para isso a
microencapsulacdo ¢ uma excelente alternativa. Neste sentido, pesquisadores de todo o
mundo vém desenvolvendo e aprimorando diferentes técnicas de formagdo de particulas bem
como diferentes materiais de parede. Esta revisdo apresenta os principais meios de

encapsulacao ou impregnacao direcionados a este fim e alguns exemplos de aplicagdo.

Palavras-chave: alimento functional; microencapsulagio; impregna¢do; promog¢ao de saude
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1 Introducao

Nas ultimas décadas houveram consequéncias adversas a saide humana e ao meio
ambiente devido ao uso indiscriminado de drogas sintéticas, conservantes quimicos e
fertilizantes (Yadav et al., 2022), se tornando necessario a busca por produtos advindos da
natureza que sejam biosseguros tanto para a sade humana quanto para a do planeta de forma
geral, ndo com o intuito de substituir completamente o uso do produtos quimicos que muitos
vezes sdo indispensaveis, mas para apresentar-se como uma alternativa em alguns casos,
como coadjuvante em outros e principalmente como forma de prevencdo (Bernardini et al.
2018; Trasande et al. 2018; Prestinaci, Pezzotti, Pantosti, 2015). Este cenario induz a industria
alimenticia e a comunidade cientifica a investigarem e criarem novos produtos, estudando a
atividade e a acdo de compostos com diferentes fungdes nutricionais e as tecnologias
envolvidas na produgdo. Os alimentos a serem desenvolvidos deverdo nutrir € promover
beneficios a satde daqueles que o consomem. Tais beneficios podem até estar relacionados
com a redugao do risco de certas doengas, tais como doengas cronicas degenerativas nao
transmissiveis (Araujo, 2007; Brasil, 2011; Nitzke, 2012). Nesse campo, sdo incluidos os
alimentos intitulados alimentos funcionais, que sdo aqueles que contém ingredientes que
proporcionam beneficios a satide, além dos componentes nutricionais basicos do proprio
alimento, devendo ser seguros ao consumo sem recomendagdes médicas. Esta categoria de
alimentos vem ganhando espago no mercado, por se apresentar como uma alternativa nutritiva
aos alimentos tradicionais, sendo necessario que o produto final apresente beneficios e nao
somente os seus ingredientes (Damian et al., 2022; Lemus-Mondaca,2019).

Os componentes ativos ligados a estes beneficios incluem prebiodticos, probidticos,
fibras e vitaminas, dentre outros. Dietas com consumo limitado de nutrientes bioativos podem
levar ao inicio ou progresso de diversas doengas, no entanto, sabe-se que frutas e hortaligas,
em geral, sdo alimentos que possuem grandes quantidades de compostos funcionais e
possuem baixa densidade energética sendo, portanto, seu consumo associado a protecdo
contra diversas doengas cronicas nao transmissiveis como obesidade, diabetes, doencas
coronarianas, hipertensdo arterial e a alguns tipos de cancer. Neste sentido, a Organizagdo
Mundial da Satde recomenda o consumo 400 g ou cinco porcdes ao dia de frutas e hortalicas
como um dos fatores essenciais na preven¢do de doengas cronicas nao transmissiveis (Couri,

Matta, 2019).
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A conceituagdo de alimentos funcionais ganhou impulso no inicio dos anos 80, no
Japdo, em campanha que visava a reducdo de custos com medicamentos e para isso foi
implantado um programa denominado FOSHU (Alimentos para Uso Especifico para Saude,
do inglés Foods for Specified Health Use), por meio do qual os alimentos baseados em
ingredientes naturais deveriam ser consumidos como parte da dieta alimentar e deveriam
cumprir fungdes especificas no organismo, como, por exemplo, a melhoria dos mecanismos

de defesa biologica como a imunidade ou prevenir algum tipo de doenca (Roberfroid, 2000).

2 Desenvolvimento

2.1 Prebioticos

A primeira definicdo de prebioticos, realizada em 1995 por Gibson e Roberfroid,
descrevia-os como oligossacarideos nao digeriveis que afetam beneficamente o hospedeiro ao
estimular seletivamente o crescimento e/ou atividade de uma ou um nimero limitado de
espécies bacterianas (Liu, Vincken, de Bruijn, 2022). Mais recentemente a Associagao
Cientifica Internacional para Probidticos e Prebidticos (ISAPP) atualizou a defini¢do de
prebidtico como sendo “um substrato que ¢ utilizado seletivamente por microrganismos
hospedeiros conferindo beneficio a saude” (Gibson et al., 2017). Portanto, prebioticos podem
ser entendidos como substancias ndo digeriveis, mas fermentaveis, que afetam beneficamente
o hospedeiro pelo estimulo seletivo da proliferacdo ou atividade de populagdes de bactérias
desejaveis no colon, podendo adicionalmente inibir a multiplicagdo de patdgenos, garantindo
beneficios a satde do hospedeiro. Os prebidticos podem incluir féculas, fibras dietéticas,
carboidratos nao-absorviveis, polidis e oligossacarideos, sendo o ultimo encontrado como
componente natural de varios alimentos, como frutas, vegetais, leite e mel (Zimmer, 2017,
Brasil, 2011, Quigley, 2010).

Os prebidticos interagem principalmente com a microbiota do colon, mas também sao
conhecidos por modularem a fung¢do imune em outros sistemas como na cavidade oral, trato
urogenital ¢ intestino delgado (Patel, Goyal, 2012; Wang, 2009). E importante ressaltar que
possuir uma microbiota variada e mecanismos de transporte apropriados para capturar e
entregar esses substratos no citoplasma microbiano ¢ um requisito fundamental e contribui
para a seletividade de prebiodticos nos locais alvo, substratos que afetam a composi¢do da

microbiota por meio de mecanismos que ndo envolvem a utilizagdo seletiva por
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microrganismos hospedeiros ndo sao prebiodticos (Gibson et al., 2017; Goh, Klaenhammer,
2015).

Os efeitos benéficos atribuidos aos prebidticos incluem o efeito bifidogénico, o
aumento de absorcao de calcio, diminuicao da transloca¢ao bacteriana, diminuicao do risco de
cancer de colon, estimulacdo do sistema imune, produgdo de vitaminas do complexo B,
inibi¢do de patdgenos, reducio dos niveis de colesterol sanguineo e restauracdo da microbiota
intestinal além da redugdo do risco de arteriosclerose, através da diminui¢dao na sintese de
triacilglicerdis e acidos graxos no figado e diminui¢ao do nivel desses compostos no sangue
(Patel, Goyal, 2012; Wang, 2009, Kaur, Gupta, 2002).

Do ponto de vista tecnologico, prebidticos podem ser adicionados a alimentos
fermentados como leites, para diminuir o tempo de incubacao do produto ou ser acrescentado
com o intuito de transformar o produto final em um alimento funcional (Zimmer, 2017).

O prebidtico como ingrediente alimentar deve cumprir caracteristicas como: nao ser
hidrolisado nem absorvido na parte superior do trato gastrointestinal, possuir fermentagdo
seletiva por bactérias potencialmente benéficas no colon, alterando a microbiota intestinal em
favor de uma composi¢ao mais saudavel, servindo como substrato para bactérias benéficas
normalmente presentes na microbiota do intestino grosso tais como bifidobactérias e
lactobacillus, induzindo assim efeitos benéficos para a satide do hospedeiro (Panesar; Kumari,
2011; Teshima, 2003). No entanto alguns autores alegam ser dificil assegurar que um
prebidtico sera fermentado apenas por bactérias benéficas ao hospedeiro e que os produtos da
fermentagao ndo servirdo como substrato para patogenos.

Os prebidticos estdo associados a reducdo do risco de diabetes mellitus, obesidade,
sindrome metabolica, dislipidemia, alguns tipos de inflamagdes ligadas a alteragcdes na
microbiota intestinal, osteoporose, doengas cardiovasculares, esteatose hepatica e cancer
(Gibson et al., 2017; Everard et al., 2014; Oliveira, 2002). Em relacdo a osteoporose,
numerosos estudos empregando modelos animais tém mostrado que a inulina e as
oligofrutoses estimulam a absor¢do de minerais como célcio e magnésio, provavelmente por
efeitos como producdo de &cidos graxos de cadeia curta, reducdo do pH intestinal,
solubilizacdo destes minerais e aumento de proteinas relacionadas com a absorcao, ha relatos
também de que os prebidticos podem ser usados para aumentar a proliferagdo saudavel de
bactérias intestinais comensais que sdo usadas para melhorar o processo de construgdo Ossea,

aliviando sua degradacao durante os estagios de renovacao 6ssea, podendo ser usado tanto

46



para tratamento quanto para prevencao da osteoporose (Zhang et al., 2022; Wu et al., 2021;
Ybarra et al., 2003).

Segundo Kolida e Gibson (2011), somente quatro ingredientes alimentares sdo
reconhecidos como prebidticos pela Unido Européia, sendo estes os frutooligossacarideos
(FOS), inulina, lactulose e galactooligossacarideos. No entanto, atualmente varios
carboidratos fermentaveis e algumas fibras soltveis foram relatados como tendo efeito
prebiotico (Rastall, Gibson, 2015; Licht et al., 2012; Herndndez-Herndndez et. al., 2012;
Patel, Goyal, 2012; Souza et al., 2010). Além disso, um substrato que se qualifica como
prebidtico também pode depender do local alvo. Por exemplo, o xilitol pode ser considerado
um prebiotico na cavidade oral, mas ndo demonstrou ser prebiotico no intestino (Roberfroid et
al., 2010; Gibson et al., 2004). A Figura 1 apresenta um diagrama para identificacdo de
prebioticos de acordo com a declaragdo de consenso da Associagdo Cientifica Internacional
para Probioticos e Prebioticos (ISAPP) sobre a definicdo e o escopo dos prebidticos

apresentada por Gibson e colaboradores (2017).

Figura 1. Distinguir o que ¢ considerado um prebidtico de acordo com a definicdo proposta
pela Associacdo Cientifica Internacional para Probioticos e Prebidticos (ISAPP).

* CLA: acido linoleico conjugado, PUFA: acido graxo poliinsaturado, FOS: frutooligossacarideos,
GOS: galactooligossacarideos, MOS: mananoligossacarideo, XOS: xilooligossacarideo.

** A figura foi modificada para alteracao de linguagem, do inglés para portugués.

Fonte: GIBSON, G. R. et al. Expert consensus document: The International Scientific Association for
Probiotics and Prebiotics (ISAPP) consensus statement on the definition and scope of prebiotics.
Nature reviews Gastroenterology & Hepatology, v. 14, n. 8, p. 491-502, 2017.
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Os prebidticos j& sdo incorporados industrialmente, de forma direta ou protegidos por
micro ou nano cépsulas em alimentos como bebidas lacteas, leites fermentados, e produtos
carneos tal como o presunto. Em produtos carneos sao empregados prebioticos derivados da
proteina de soro de leite, para contribuir nos aspectos de textura, coloragcao e também para o
ganho de apelo nutricional para produtos que sdo considerados pouco saudaveis pela
sociedade. Além disso, a mesma qualidade sensorial e fisico-quimica destes produtos deve ser
mantida (Illippangama et al., 2022; Panesar, Kumari, 2011).

Inulina e oligossacarideos destacam-se entre os prebidticos que t€m recebido maiores
atengdes nos estudos cientificos (Saad, 2006) e também sdo os mais amplamente utilizados
nas industrias alimenticias para substituirem gorduras e agucares, reduzindo assim o teor
calorico, pois apresentam baixo valor caldrico em funcdo de ligacdes B (1-2) entre as
moléculas de frutose o que as tornam nao digeriveis por enzimas intestinais humanas. Estudos
indicam que a inulina e FOS sdo completamente fermentados no célon e produzem écidos
graxos de cadeias curtas e lactatos que sdo metabolizados e contribuem com o valor caldrico
de somente 1,5 kcal/g (Niness, 1999).

Em virtude de possuirem cadeias de diferentes tamanhos, a inulina e a frutoligofrutose
conferem propriedades distintas aos produtos alimenticios aos quais sdo adicionadas. FOS,
possuem propriedades similares as da sacarose e de xaropes de glicose, apresentando cerca de
um terco do poder adogante destes carboidratos, sendo desta forma utilizado industrialmente
em conjunto com edulcorantes de alto poder adogante, para substituir o acticar (Kaur, Gupta,
2002; de Oliveira Hauly, Moscatto, 2002; Franck, 2002). A inulina por sua vez ¢ menos
soluvel que a oligofrutose e, quando dispersa na agua ou no leite, forma microcristais que
interagem para dar origem a uma textura cremosa, sendo, consequentemente, empregada
como substituto de gordura em produtos lacteos, sobremesas congeladas e produtos de
panificacao (Illippangama et al., 2022; Niness, 1999).

Em altas concentragdes a inulina tem propriedade de formacdo de gel quando
misturada a agua ou leite, resultando em estrutura cremosa e uma sensacdo na boca
semelhante aquela conferida pela gordura, podendo ser incorporada em alimentos com o
intuito de substituir até 100% da gordura (Shoaib et al., 2016; Karimi et al., 2015). O gel
formado apresenta facil espalhabilidade, sensacao tactil oral homogénea, tipica da presenca de
gordura, aspecto brilhante e liberacdo equilibrada de compostos de sabor na boca. Estes
micro-cristais ndo sao percebidos na boca (Pimentel, Garcia, Prudencio, 2012; Bosi, 2008).

Em produtos lacteos com baixo teor de gordura, como queijos frescos, cremosos ou
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processados ou até mesmo manteiga com substituicdo parcial da gordura por inulina, a adigdo
deste prebidtico resulta em textura mais cremosa e sabor mais balanceado além de melhorar a
qualidade nutricional do alimento (Hughes et al., 2022; Pimentel, Garcia, Prudencio, 2012).
Outra aplicagdo interessante para a industria alimenticia se relaciona com a capacidade da
inulina reduzir o ponto de congelamento e aumentar o ponto de fusdo da adgua (de Oliveira
Hauly, Moscatto, 2002).

Outro prebiotico também amplamente utilizado e estudado ¢ a lactulose que ¢
tradicionalmente obtida a partir de catdlise ou métodos enzimaticos envolvendo a
isomerizagdo de galactose, sendo mais uma abordagem atraente para a valorizagao do soro de
leite (Karim, Aider, 2022; Olano, Corzo, 2009). Podendo ser utilizado pela industria
alimenticia em produtos de confeitaria, panificacdo, bebidas, iogurtes, leite em p6 infantil,
sobremesas lacteas e em muitas preparacdes de alimentos liquidos ou secos conferindo, além
de beneficios a saude do consumidor, melhorias de sabor e aumento da solubilidade em agua.
Sendo reportado também como agente favordvel a sobrevivéncia de cepas probioticas

presentes em iogurte (Panesar, Kumari, 2011; Tabatabaie, Mortazavi, 2008).

2.2 Probioticos

Dentre os alimentos considerados como funcionais, pode-se destacar aqueles contendo
probidticos, que sdo micro-organismos vivos que sao capazes de melhorar o equilibrio
microbiano intestinal, restaurarando uma microbiota estavel, regulando a imunidade inata e
adaptativa dentro do intestino (Nguyen et al., 2022). Com isso, a ingestdo de probidtios pode
promover diversos beneficios a saude tais como significativa reducao dos niveis de colesterol
total com diminui¢ao do LDL (Lipoproteinas de Baixa Densidade), melhora da digestao de
proteinas, aumento da absor¢do de vitaminas e minerais (Couri, Matta, 2019; Varavallo,
Thomé, Teshima, 2008; Brasil, 2002), prevencao da diarreia associada ao uso de antibidticos,
imunomodulacdo, redu¢do da intolerancia a lactose, potencial atividade anti-obesidade,
efeitos anticarcinogénicos, antivirais, antiinflamatérios e antioxidantes (Yahfoufi et al., 2018;
Plaza-Diaz et al., 2017; Parker et al., 2017; Wang et al., 2017; Al Kassaa, 2017; Finamore et
al., 2014,; Roselli et al., 2009; Ouwehand, Salimen, Isolauri, 2002). Atualmente probidticos
tém sido relatados como promissores coadjuvantes no tratamento de pacientes infectados por

SARS-COV-2 devido aos seus comprovados efeitos antivirais, pois pesquisas mostram que
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esta infeccdo acarreta em disbiose nos pacientes mesmo apods seis meses da auséncia de
detec¢do do virus, podendo dificultar sua total recuperagdo, sugerindo que o ajuste fino do
equilibrio da microbiota pode ser util na luta contra 0 COVID-19 (Nguyen et al., 2022; Chen
et al., 2022).

Os principais pré-requisitos para um microrganismo ser considerado probidtico sdo o
nimero de células viaveis atender as concentracdes minimas exigidas até o momento do
consumo € manterem-se viaveis apos passarem pelo trato gastrointestinal, sendo resistentes ao
pH do suco géastrico, a presenca de sais biliares e de enzimas digestivas, condicao
indispensavel para a sua atuacdo, bem como conferir propriedades tecnoldgicas adequadas ao
produto em que sera adicionado (Macedo et al., 2008; Araujo, 2007; Komatsu, Buriti, Saad,
2008).

O consumo de alimentos probiodticos tem por objetivo o estabelecimento de uma
microbiota que contribui para a atividade saudavel do intestino (Hungria, Longo, 2009). Os
probidticos facilitam a formagdo da chamada barreira probidtica no intestino, impedindo,
assim, a colonizacdo da microbiota por bactérias patogé€nicas. Alguns dos mecanismos
descritos para esse impedimento ¢ a competicdo que ocorre no intestino favorecendo as
bactérias probioticas (Varavallo, Thomé, Teshima, 2008). Os probidticos podem também
afetar patdgenos através da sintese de bacteriocinas, acidos organicos volateis e peréxido de
hidrogénio (Rastall et al., 2005). Quanto aos seus efeitos anticarcinogénicos, estes podem ser
atribuidos a inibicdo de enzimas pro-carcinogénicas ou a estimulagdo do sistema imune do
hospedeiro (Ouwehand, Salimen, Isolauri, 2002).

Para a legislacdo brasileira, um alimento pode apresentar alega¢do de conter uma
propriedade funcional se ele tiver um papel metabolico ou fisioldgico, pelo nutriente ou nao
nutriente, no crescimento, desenvolvimento, manuten¢ao ¢ outras func¢des normais do
organismo humano (Couri, Matta, 2019).

A ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria brasileira) determina a
quantidade minima viavel para os probidticos entre 10* ¢ 10° unidades formadoras de colénias
(UFC) na recomendagdo diaria do produto, entretanto, valores menores podem ser aceitos
desde que a sua eficiéncia seja comprovada. Essa informagao deve ser declarada no rotulo,
proximo a alegagdo. O fabricante também deve declarar a eficacia do probiotico adicionado a
seu produto comprovando quantidade minima viavel do microrganismo até o final do prazo de
validade e teste de resisténcia da cultura utilizada no produto a acidez géstrica e aos sais

biliares (Brasil, 2008). Para a FAO (Organizagao das Nagdes Unidas para a Alimentagdo ¢ a
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Agricultura, do inglés Food and Agriculture Organization) para que uma cultura de
probidticos tenha efeitos notdveis na saude, ha um limite minimo de inclusdo destes
microrganismos variando em uma faixa de 10° a 10’ UFC/mL (FAO, 2002).

O alimento ou ingrediente que alegar propriedades funcionais deve ser seguro para
consumo sem a supervisdo médica. Para tanto devem, obrigatoriamente, ser registrados junto
ao 6rgao competente (Stringheta et al., 2007).

Algumas cepas sdo utilizadas ja& hd muitos anos como culturas iniciadoras para
fermentar iogurtes e leites, sendo difundidos devido a seus beneficios para a satde e por
conferir sabor caracteristico no produto final, tais como L. acidophilus, L. delbrueckii subsp.
bulgaricus e S. thermophiles, dentre outras bactérias sejam laticas ou bifidobactérias.
(Pahumunto et al., 2020).

Nos alimentos os probidticos se multiplicam utilizando os carboidratos presentes
naturalmente ou adicionados aos produtos e como efeito acaba reduzindo o pH do meio pois
metaboliza carboidratos em 4cido latico, no caso as bactérias laticas. Diferentes espécies de
microrganismos tém a capacidades de metabolizar (fermentar) diferentes tipos de aculcar,
sendo o mais comum a sacarose. Porém, na busca por alimentos que promovam beneficios a
saide e que possuam baixo teor caldrico, tém-se pesquisado o emprego de substitutos tais
como maltitol, manitol, xilitol e stevia, que além de diminuir o valor caldrico do alimento
também reduzem o potencial cariogénico relacionado a sacarose (Pahumunto et al., 2020).

Os principais beneficios dos probidticos estao relacionados ao bom funcionamento do
intestino, no entanto, também podem ser utilizados para auxiliar na microbiota da cavidade
oral, mantendo o microssistema uma vez que se alimentando de saliva, inibem a adesdo de
microrganismos patogénicos e produzindo uma reposta do aumento do sistema imunoldgico e
produzindo compostos antimicrobianos (Agah, 2020).

A obesidade, por exemplo, ¢ uma doenca inflamatéria que altera a composi¢ao da
microbiota intestinal podendo causar disfuncdo da barreira intestinal, levando ao aumento da
passagem de endotoxinas, como lipopolissacarideos, uma condi¢do conhecida como
endotoxemia, que promove distirbios inflamatorios e metabdlicos de baixo grau; estudos
encontraram diferengas na composicdo bacteriana entre individuos magros e obesos,
sugerindo que bactérias especificas ou seus metabolitos podem ser benéficos para os pacientes
obesos (Delzenne et al., 2011; Turnbaugh et al., 2006; Cani, Delzenne, 2009). Ha evidéncias
de que a administragdo de probidticos pode melhorar a obesidade, como por exemplo L.

gasseri que se mostrou capaz de reduzir a adiposidade em individuos obesos adultos
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(Kadooka et al., 2010). Estudos em camundongos alimentados com dieta hiperlipidica
relataram uma reducdo no peso corporal, no acimulo de gordura visceral, na infiltragdo de
macréfagos, na inflamagdo, na esteatose hepatica e na resisténcia a insulina por
suplementagdo com diferentes cepas de lactobacilos e bifdumbactérias (Alard et al., 2016;
Kim et al., 2016; Wang et al., 2015; Chen et al., 2011).

O alimento escolhido para a incorporagdo das cepas probioticas deve ser estudado com
critério, particularmente nos produtos fermentados, para os quais a multiplicagdo de
probidticos pode resultar em caracteristicas organolépticas indesejaveis. Deve-se ressaltar
ainda que muitas bactérias probiodticas sdo sensiveis a exposi¢do ao oxigénio, calor e acidos
(Komatsu, Buriti, Saad, 2008).

Continuos estudos visam agregar beneficios aos produtos que fazem parte da rotina
alimentar do consumidor. O desenvolvimento de novos produtos também ¢ considerado de
grande importancia visto que a relacdo dieta-satide representa um desafio para a ciéncia e a
tecnologia de alimentos, principalmente quando se trata de alimentos funcionais.

Produtos lacteos fermentados sdao geralmente boas matrizes alimentares para os
probidticos (Rivera-Espinoza, Gallardo-Navarro, 2010), mas o consumo destes fica limitado
com a crescente onda de veganismo e do grande nimero de pessoas intolerantes a lactose,
alérgicas a proteina do leite ou que fazem dieta restritivas. O desenvolvimento de produtos
ndo lacteos probidticos, incluindo matrizes alimentares a base de frutas, legumes e cereais,
tem sido amplamente estudado como uma alternativa para estes individuos (Martins et al.,
2013) e verificou-se que os alimentos fermentados tradicionais podem conter microrganismos
probidticos viaveis (Rivera-Espinoza, Gallardo-Navarro, 2010).

Como, por exemplo, o kefir que vem sendo, cada vez mais, consumido devido a suas
propriedades nutricionais por meio de bebidas produzidas pela fermentagao de leite, chas ou
sucos ou outras bebidas a base de agua por “graos-de-kefir”. Estes graos sdo compostos por
bactérias e leveduras probidticas que produzem bebidas similares aos iogurtes e queijos,
quando produzidas a partir da fermentacdo de leite e quando produzidas a partir de bebidas a
base de dgua da origem a bebidas parecidas com refrigerantes, apresentando gostos acido e
gaseificado (Acik, 2020).

Com isso se pode notar o crecente desenvolvimento de alimentos funcionais
adicionados de probioticos podendo estes novos alimentos serem divididos em trés grandes

categorias: a base de laticinios, a base de plantas e a base de carne.
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Os alimentos probidticos a base de laticinios incluem leite fresco e fermentado,
iogurtes, sorvetes e queijos, dentre outros. As propriedades probidticas de produtos lacteos,
como o leite, foram exploradas estudando as bactérias que esses produtos contém. Hurtado-
Romero e colaboradores (2021), identificaram cepas de bactérias pertencentes aos géneros
Lactococcus, Lactobacilli, Leuconostoc e Kluyveromyces no leite. Cada cepa probidtica
oferece beneficios diferentes e especificos para a saude. Mani-Lopez, Palou e Lopez-Malo
(2014) estudaram a viabilidade probiotica e a estabilidade de armazenamento de diferentes
tipos de iogurtes e leites fermentados preparados com diversas misturas de bactérias acido
laticas, principalmente do género Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus e Streptococcus
thermophilus. Falfan-Cortés e colaboradores (2022) analisaram a adi¢ao de Lacticaseibacillus
paracasei em queijo e sugeriram que esta cepa além de ser probiotica possui alto potencial
antagdnico contra possiveis patdgenos no alimento. Alguns autores também relataram que
algumas cepas como Lacticaseibacillus casei subsp. casei, Lactobacillus maltaramicus
Pediococcus acidilactici quando adicionadas a manteiga, impactam na reducdo do teor de
colesterol e acidos graxos saturados, diminuindo os danos cardiovasculares causados pelo
consumo continuo deste alimento (Kim et al., 2021; Aloglu, Oner, 2006).

A base de plantas podemos encontrar diversos alimentos probi6ticos, tais como sucos
néctares, sorbets, produtos de panificagdo, picles e geléias. A adicdo de probidticos como
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, S. thermophilus, Saccharomyces cerevisiae ¢
Saccharomyces boulardii em sucos e néctares produz compostos bioativos através da
fermentagdo de sacarose ¢ carboidratos na fruta, isso os classifica como alimentos funcionais,
aumentando as capacidades antioxidantes tanto da fruta quanto do trato intestinal do individuo
que os consome, além de favorecer a absorgdo intestinal de calcio, ferro e magnésio (Zuntar
et a., 2020, Fenster et al., 2019). Em estudos realizados com vérias frutas e hortalicas
verificando sua relacdo com a fermentagdo latica, analisando as fontes de compostos
nutricionais contendo moléculas bioativas, como compostos fenolicos, flavonoides, peptideos
bioativos e contetdo fitoquimico, concluiram que bactérias probioticas, ao interagirem com
frutas ricas em B- e a-carotenos como cenoura, abdbora, tangerina ¢ manga (alimentos
naturalmente alaranjados), atuam como simbiontes promovendo alteragdes nos compostos
bioativos gerando acidos graxos de cadeia curta, polissacarideos de alto valor nutricional e
bioativos (Septembre-Malaterre, Remize, Poucheret, 2018; Bohn et al., 2015).

A industria frigorifica estd constantemente pesquisando novas alternativas para a

producdo de carnes de alto valor nutricional, principalmente em bovinos, um dos recursos que
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podem ser utilizados atualmente ¢ a associagdo probidticos como algumas cepas de
lactobacilos e S. cerevisiae na formulacdo de ragdo para o gado (Damidn et al., 2022; da
Silva-Marques, 2019). Outra op¢do ¢ a adicdo de probidticos diretamente nas industrias de
cortes bovinos ou em outros alimentos processados. Trabelsi e colaboradores (2019)
adicionaram L. plantarum em carne bovina moida melhorando a qualidade nutricional desta;
Blaiotta e colaboradores (2017) estudaram a adi¢do de diferentes probidticos comerciais em
salame e reportaram que as contagens microbiologicas foram diferentes de acordo com o tipo
de cepa iniciadora utilizada e que algumas como L. plantarum manteve uma concentragao
superior a 10° UFC/g até o momento do consumo para exercer um efeito benéfico em
humanos, os autores concluiram que o salame experimental mostrou-se seguro, pois nao
foram detectados coliformes coagulase-positivos e estafilococos no salame no momento do
consumo € apos mais de um més de armazenamento em temperatura de resfriamento.
Diversos estudos foram realizados em relacdo a adi¢do de diferentes probiodticos em salsichas
fermentadas relatando que muitas bactérias produtoras de acido latico, foram encontradas
durante todas as etapas do processamento da carne, os probioticos adicionados inibiram a
oxidagao lipidica, L. rhamnosus permaneceu viavel em niveis elevados mesmo apos passagem
pelo trato gastro-intestinal (Mafra et al., 2021; Roselino et al., 2020; Neffe-Skocinska et al.,
2020; Ruiz et al., 2014).

Novas aplicagdes, em alimentos diferenciados, vém sendo inseridas no mercado e
incluem a adicdo de probidticos em gomas de mascar ¢ em alimentos infantis, causando
reposta imunoldgica positiva no tratamento de alergias. Para isso a agregagao de probioticos
aos alimentos deve se dar de forma a ndo alterar suas caracteristicas sensoriais, o que pode ser
realizada pela adicdo de probioticos microencapsulados (Acik, 2020).

A microencapsulacdo ¢ uma técnica emergente para o acondicionamento de nutrientes
biologicamente ativos por proporcionar liberagdo no local desejado e por constituir uma
barreira fisica contra condi¢cdes ambientais adversas (Chitprasert, Sudsai, Rodklongtan, 2012).
Tendo sido muito utilizada na industria de alimentos com o intuito de proteger compostos
bioativos, como o controle da reagdo oxidante, mascarar sabores, odores e cores e prolongar a
vida de prateleira. Dentre os compostos bioativos mais encapsulados estdo probiodticos
(Burgain et al., 2011).

Virias tecnologias podem ser aplicadas para a encapsulacao de probioticos e cada uma
resulta em microcapsulas com caracteristicas. Portanto, a escolha do método de encapsulacao

e do material de parede das microparticulas adequados para a aplicacdo desejada ¢ importante
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pois influi em fatores como tamanho de particula, propriedades fisicas e quimicas, aplicacdo

do produto final, mecanismos de liberagao e custo (Burgain et al., 2011).

2.3 Interacgiao entre probioticos e prebioticos - Simbidticos

Embora os probiodticos e os prebidticos possuam mecanismos comuns de atuagdo,
especialmente quanto a modulagdo da microbiota enddgena, eles diferem em sua composi¢ao
e em seu metabolismo (Quigley, 2010; Brasil, 2011).

A associacdo entre probidticos e prebioticos dd origem a produtos denominados
simbidticos, pois suas agdes no organismo humano sdo complementares, uma vez que os
prebidticos atuam como substrato para os microrganismos probiodticos (Oliveira, 2014).
Alimentos simbidticos podem manter a homeostase na microbiota intestinal prevenindo o
aparecimento de algumas doengas, além de serem considerados uma alternativa ao uso de
antibidticos para tratar algumas infec¢cdes. Compreender os mecanismos de agdo desses
ingredientes ¢ importante para o entendimento de diversas doengas e para a formulacdo de
produtos eficazes na manutencao do equilibrio da microbiota (Figueiredo, Oliva-Neto, 2022).

Sao descritos principalmente dois mecanismos pelos quais os simbidticos podem
melhorar os efeitos de seus constituintes, simbidticos complementares e simbidticos
sinérgicos. Os simbiodticos complementares sdo suplementos em que os componentes sao
escolhidos de forma independente, sendo cada um responsavel pelo seu efeito particular, caso
em que o prebidtico ndo ¢ necessariamente metabolizado preferencialmente pela estirpe
probidtica e pode ser fermentado pela microbiota do hospedeiro. Os simbidticos sinérgicos
sdo aqueles nos quais os prebioticos sdo especificamente selecionados como substrato para as
cepas probidticas e destinam-se a apoiar seu crescimento (Swanson et al., 2020; Kolida e
Gibson, 2011). O desenvolvimento de simbioticos ¢ fundamentado em torno da sensibilidade
dos probioticos em relagdo as flutuagdes das necessidades de crescimento, como pH, oxigénio
e temperatura, sendo incapazes de sobreviver no sistema digestivo humano sem a presenga de
prebidticos (Markowiak, Slizewska, 2017). Os prebidticos sdo conhecidos por aumentar o
crescimento e as atividades metabdlicas dos probiodticos, pois atuam como um agente
conservante para as culturas vivas (Pandey, Naik, Vakil, 2015; Topping, Fukushima, Bird,

2003).
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Na aplicacdo de simbioticos em alimentos, o ideal € que o ingrediente selecionado seja
um substrato metabolizavel pelo microrganismo probidtico no intestino, possibilitando o
aumento na capacidade de sua sobrevivéncia (Brasil, 2011). Varios efeitos sao propostos em
consequéncia do consumo de alimentos simbidticos tais como a redugdao de citocinas pro-
inflamatorias, a melhora do sistema imunoldgico, a redugcdo das infecgdes intestinais, o
aumento da massa magra e consequente redu¢ao da massa gorda, entre outros (Raizel et al.,
2011).

Os probidticos também trabalham de forma a aumentar a biodisponibilidade de alguns
nutrientes assim como a sua digestdo em todo o trato digestorio, sendo um grande aliado para
a nutri¢do adequada (Schrezenmeir, de Vrese, 2001; A¢ik, 2020). Em sintese, os probidticos
combinados com os prebioticos atravessam todo o trato gastrointestinal até chegar ao intestino
onde ha a fermentacdo, alterando a atividade da microbiota ali existente assim como sua
composi¢do, atuando no metabolito de carboidratos como acidos graxos e a formacdo de
gases, causando efeitos locais e sistémicos fisiologicos, garantindo um efeito positivo sobre a
saude quando utilizado em doses adequadas (Pahumunto et al., 2020). Muitos estudos
clinicos, que pesquisaram os efeitos benéficos de diferentes simbidticos para pacientes que
sofrem de sindrome do intestino irritavel revela melhorias significativas dos marcadores desta
sindrome tais como: diminui¢do da intensidade dos habitos intestinais e do incha¢o abdominal
(Simon et al., 2021).

Um dos desafios de uso dos simbioticos ¢ sua adigdo em bebidas de base vegetal, uma
tendéncia que apresenta um grande crescimento devido ao aumento da populacdo que adota
dietas veganas ou que possuem intolerancia a lactose, a fim de manter a viabilidade das
células em um meio ndo lacteo, uma vez que sdo muito mais suscetiveis a uma
desestabilizacdo pela presenga das bactérias, ocasionando perdas fisico-quimicas nos
parametros originais do produto (Bruno, 2019).

Estudos tém demonstrado que a ingestdo de vegetais, que contém altos teores de
celulose, pode atuar como fonte de nutrientes para as bactérias acido laticas, cumprindo a
funcdo de simbidtico e aumentando seu potencial como probidticos dentro do microambiente
intestinal. E o caso do kimchi, alimento tradicional da Coreia, cuja elaboragdo se da por meio
da fermentacdo de vegetais com bactérias probidticas como Latilactobacillus sakei,
Leuconostoc citreum, Leuconostoc gasicomitatum, Leuconostoc gelidum e Levilactobacillus
brevis que realizam a fermentacdao do acido latico. Além disso, foi comprovado que ao

adicionar vegetais como repolho, os parametros de fermentagdo aumentam, produzindo acido
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latico em maior quantidade levando a uma mudanga mais significativa do pH do meio. Isso
leva a propor um possivel simbidtico baseado em vegetais e bactérias acido laticas em
alimentos funcionais (Park et al., 2014).

Pesquisas com dieta baseada no consumo de produtos lacteos que incluia iogurte, leite
fermentado e queijo, adicionado de potenciais cepas probidticas e prebioticos, apontam que
esta dieta melhorou os sintomas do diabetes mellitus tipo 2, reduzindo o estresse oxidativo,
inibindo marcadores pro-inflamatdrios e reduzindo a disbiose intestinal (Zepeda-Hernandez,
2021).

Liao, Su e Zhang (2022) desenvolveram um produto alimentar fermentado simbidtico
contendo L. plantarum e inulina e avaliaram seus efeitos na satde intestinal humana apods o
consumo. O efeito deste alimento na satde gastrointestinal humana foi avaliado através de
ensaios clinicos. Os resultados obtidos pelos pesquisadores indicam que o consumo do iogurte
simbidtico aumenta a populagdo de bactérias benéficas (Bifidobacteria e Lactobacillus) e
reduz a populacdo de bactérias nocivas como C. perfringens e E. coli indicando que este
consumo pode melhorar a saude gastrointestinal humana em termos de constipag¢do funcional,
diarréia funcional, sistema imunologico e microbiota do trato gastrointestinal, e pode ser

potencialmente usado como um alimentos funcional para a satde intestinal.

2.4 Microencapsulacio

Microencapsulagao ¢ uma técnica na qual um ou mais compostos sao cercados ou
imobilizados por um ou mais materiais a fim de serem protegidos de fatores externos tais
como luz, alta concentragdo de oxigénio, calor, umidade, mascarando sabores e odores
desagraddveis impedindo a evaporagdo de compostos volateis, e também para o
desenvolvimento de produtos de alto valor agregado. Por este motivo, esta tecnologia tem
sido usada na industria de alimentos, uma vez que facilita a incorporagdo de ingredientes
instdveis na formulacdo de alimentos. As técnicas de microencapsulagdo podem ser
classificadas de acordo com seu principio de acdo em métodos de agao fisica, quimica ou
fisico-quimica (Comunian, Favaro-Trindade, 2016). Na microencapsulagdo as particulas com
dimensdes muito reduzidas de um so6lido ou liquido, conhecido como nucleo, ¢ envolto por
uma camada que constitui a barreira de prote¢do e ¢ conhecida como cobertura, concha ou

material de parede (Colom, 2017).
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Para a escolha da técnica a ser utilizada, ¢ necessario analisar o produto final no qual
as microcapsulas serdo aplicadas, o tamanho de particula desejado, os mecanismos de
liberacdo e as propriedades fisico-quimicas do material utilizado como agente encapsulante e
nucleo (Favaro-Trindade, Pinho, Rocha, 2008). Além disso, no caso de ingrediente
alimenticio, o custo e a seguranca do método e do material de parede também devem ser
considerados na selegao.

Os materiais mais utilizados para a microencapsulacdo sao os polimeros soluveis e
insoluveis em agua, sendo uma alta aplicagdo relacionada aos alginatos, por possuirem acidos
do tipo D-manurdnico e acido glicuronico e as poli-L-lisinas para a producdo das capsulas de
alta estabilidade. As capsulas devem ser formadas a partir de reticulacdo de ions presentes nas
substancias das matérias-primas e resistirem a interacdes com outros agentes quelantes em
especial lactatos e citratos que sdo comumente utilizados em produtos alimenticios (Colom,
2017).

A extrusdo ¢ uma técnica de microencapsulacdo que utiliza polimeros soliveis e
insoluveis, consistindo inicialmente da preparacdo dos materiais € solu¢des necessarias para
realizar o revestimento, dispersao e agregacdao dos materiais a serem aglomerados e apresenta
como maior beneficio, poder ser utilizada com materiais que ndo podem sofrer tratamento
térmico (Jankovic et al., 2010) além de ser uma técnica simples, eficiente e de baixo custo
(Pordevi¢ et al., 2015; Cavalheiro et al., 2015). Da Silva e colaboradores (2021) estudaram a
encapsulacao de Lactobacillus acidophilus e Bifidubacterium bifidum por extrusao/gelificacao
e sua aplicacao em manteiga obtendo resultados satisfatorios para armazenamento por 45 dias,
além de boa aceitagcdo sensorial. Em estudo realizado por Ansari e colaboradores (2020) L.
acidophilus encapsulado em amido resistente ao alginato e nanoparticulas de Eudragit S100
por extrusdo, quando adicionadas em bebida a base de soro de leite, apresentou maior
viabilidade e mais estabilidade ao armazenamento quando comparada a bactéria em sua forma
livre. A tecnologia aplicada no estudo de Siang (2019), apresenta uma alternativa para
aumentar a sobrevivéncia do probidtico a partir de sua encapsulacdo com um prebidtico
selecionado, utilizando a co-extrusao com uma camada de poli-L-lisina sendo testado em
condigdes gastricas simuladas. A técnica consistiu na preparagao e incubag¢dao de uma cultura
de Lactobacillus rhamnosus, posteriormente foi concentrada uma solugdo contendo os
prebidticos inulina. Utilizou-se entdo como nucleo o fluido contendo os simbidticos e como
concha, alginato de so6dio bombeados simultaneamente no encapsulador com posterior

dispersdo das capsulas em cloreto de calcio para aumentar a sua dureza. Para concluir o
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processo, cobriu-se as capsulas com uma solugdo de poli-l-lisina, e este processo se mostrou
altamente eficiente na viabilidade das células apos o processo de digestdo, além de apresentar
uma alta eficiéncia na microencapsulagdo (Siang, 2019).

As atomizagdes sao técnicas de microencapsulagdo que envolvem spray-drying, spray-
congealing ¢ héd estudos recentes estudando também a atomizagdo por eletropulverizagao
(Libran, Castro, Lagaron, 2017). Em relacdo a atomiza¢do a quente, sua principal
desvantagem em relagdo as outras técnicas ¢ o uso de temperaturas que dificultam a
viabilidade dos microrganismos, porém apresenta um custo baixo e rapidez no processo
(Jankovic et al., 2010). Dos Santos e colaboradores (2019) estudaram o processo de spray-
drying para microencapsulagdo de L. acidophilus utilizando inulina como agente de
revestimento e sua sobrevivéncia ao atravessar o trato gastrointestinal, constatando maior taxa
de sobrevivéncia do microrganismo microencapsulado quando comparado ao mesmo
microrganismo na forma livre e esta taxa de sobrevivéncia foi ainda maior quando as
microcapsulas foram adicionadas ao um alimento. Estudo envolvendo encapsulacdo de
Bifidobacterium longum subsp. infantis por eletropulverizacao utilizando trés diferentes
materiais de parede (concentrado de soro de leite, maltodextrina resistente, zeina e
polivinilpirrolidona), obtendo, em todos os casos, pds de facil manuseio e com distribuicao
uniforme de tamanho de particulas e viabilidade celular do probidtico acima de 6 log UFC/g
apos 600 dias a 23°C e umidade relativa de 23% enquanto as amostras de controle morreram
durante o mesmo periodo de tempo (Libran, Castro, Lagaron, 2017).

A emulsificacdo consiste na encapsulacdo com o uso de hidrocoldides com um
emulsificador e um surfactante, além de um endurecimento por adi¢do de cloreto de calcio.
Nessa técnica, sdo muito utilizados os alginatos, pectinas e carragenas como material
encapsulante, sendo seu principal beneficio a simplicidade do processo comparado a outros
métodos (Jankovic et al., 2010). Nourmohammadi, Soleimanian-Zad e Shekarchizadeh (2020)
estudaram a encapsulacdo por emulsificacio de espirulina (prebidtico) em alginato e
concentrado de proteina do soro de leite e a adigdo destas microcdpsulas em iogurte
desnatado. Em comparagdo com o iogurte contendo espirulina na forma livre, o iogurte
contendo as microcapsulas de espirulina apresentou menor pos-acidificagdo durante o
armazenamento, a capacidade de armazenamento de 4agua e a susceptibilidade a sinérese
foram melhoradas, aumentando assim a aceitacdo sensorial do produto.

A coacervagdo apresenta alguns beneficios exclusivos frente a outras técnicas de

encapsulacdo, em especial pelo uso de temperaturas mais brandas, possibilidade de uso de

59



biopolimeros € um custo mais baixo por ndo utilizar solventes organicos. Este processo
consiste na associa¢do irreversivel de dois polimeros soliveis em 4agua como materiais
encapsulantes. Um novo tipo de processamento que pode ser citado ¢ a producdo de
probidticos microencapsulados com gomas e gelatinas que passam por um processo posterior
de liofilizagdo. Este processo ¢ interessante devido a um ganho na prote¢do do microrganismo
ao processo de digestdo (Poletto et al., 2019). Holkem e Favaro-Trindade (2020) estudaram a
formacdo de microparticulas lipidicas so6lidas produzidas por coacervacdo complexa para
protecao de Lactobacillus paracasei e Bifidobacterium animalis subsp. lactis e extrato de
canela rico em proantocianidina obtendo particulas com grande eficiéncia de encapsulagdo e,
apos armazenamento por 120 a 7°C estas microparticulas ainda apresentavam grande
quantidade dos materiais bioativos, mostrando ser possivel a co-encapsulacdo de dois
materiais bioativos com potencial aplicacdo em alimentos armazenados sob refrigeracao tais
COmo sucos, iogurtes € mousses.

A técnica de gelificag@o i6nica ¢ a mais popularmente utilizada, por ndo utilizar altas
temperaturas ou solventes, apresenta um custo reduzido e condi¢des de processo acessiveis. E
importante considerar a secagem das microcapsulas a fim de aumentar sua resisténcia e
dureza, além de permitir a remog¢ao de agua e distribuicao ao longo do produto (Poletto et al.,
2019). Poletto e colaboradores (2019) investigaram a influéncia da adicdo dos prebiodticos
farelo de arroz, inulina e milho na sobrevivéncia de Lactobacillus acidophilus em
microparticulas de alginato obtidas por gelificacdo i6nica externa seguida de liofilizagao.
Obtendo microparticulas que apresentaram viabilidade do probiotico em simulagdo
gastrointestinal e viabilidade apds 30 dias de armazenamento a 25 °C e quando armazenadas a
-18°C ou a 7°C os microrganismos permaneceram viaveis por 60 dias. Sendo o farelo de arroz
o prebidtico que demonstrou maior correlagao positiva com a viabilidade do Lactobacillus
acidophilus.

Na tecnologia que envolve fluido supercritico na formagdo de particulas, existem
diferentes técnicas aplicadas a diferentes finalidades, dentre elas destaca-se precipitacdo de
gas antisolvente (GAS), particulas de solugdo saturada de gas (PGSS) e expansdo rapida de
solucdo supercritica (RESS) e mais recentemente tem sido estudada a injecao assistida
supercritica em um antissolvente liquido (SAILA) e precipitacdo antissolvente supercritica de
biomoléculas em matriz oleosa (BIOSAS) (Quintana et al., 2022; Trucillo, Campardelli,
2019). Na formagao de particulas via RESS (Rapid Expansion of Supercritical Solutions) um

solido ¢ disperso em um fluido supercritico e posteriormente expandido de forma rapida
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através de um dispositivo de estrangulamento e, durante a expansdo, pequenas particulas sao
formadas devido & diminui¢do abrupta do poder de solvatacdo do solvente (Helfgen, Tiirk,
Schaber, 2003). Esta técnica apresenta diversas vantagens tais como o emprego de solvente
com baixa toxicidade (CO,), operacdo em temperaturas moderadas e em atmosfera livre de
oxigénio que evita a degradacao por oxidagdo da substancia bioativa, além de alta seletividade
do solvente mediante alteracdes de pressao e temperatura (Cocero et al., 2009; Tomasko et al.,
2003). O tamanho das particulas formadas pode ser controlado, pois este varia de acordo com
as condi¢des de processo € com o comprimento € geometria dispositivo de estrangulamento
(aspersores) (Debenedetti et al., 1993). Moolman e colaboradores (2006) estudaram a
encapsulacdo indometacina e Bifidobacterium longum em um complexo de interpolimero poli
(vinilpirrolidona) -poli (acetato de vinila-acido co-crotonico), obtendo particulas estaveis em
pH baixo, mas que se desintegram em pH elevado, desencadeando a liberagdo do material
encapsulado o que torna o processo de encapsulamento adequado para consumo via oral. Nao
houve danos causados as bactérias pela exposi¢do a alta pressao (300 bar).

No PGSS (Particles from Gas Saturated Solutions), didxido de carbono supercritico se
dissolve em um lipidio fundido ou polimero plastificado e em seguida sofre rapida expansao
através de um bico resultando em particulas precipitadas. Nesta técnica, geralmente usa-se
materiais com temperaturas de fusdo relativamente baixas (Akbari et al., 2020). Esta
tecnologia, bem como RESS, além de nao envolver o uso de solventes organicos, da origem a
particulas prontas para aplicacdo que ndo requerem posterior etapa de secagem (Bittencourt,
Aredo, Oliveira, 2021). Thantsha, Labuschagns e Mamvura (2014) estudaram a encapsulacao
de Bifidobacterium lactis e Bifidobacterium longum em um complexo interpolimero por meio
de PGSS incrementando a viabilidade destas bactérias a 30 °C em até 7 semanas a mais do
que as bactérias ndo encapsuladas. Potencialmente permitindo o fornecimento de uma
formulacao probiotica estavel para comunidades empobrecidas sem instalagdes de
armazenamento adequadas, pois estas ficam estdveis por um longo periodo de tempo em
temperatura ambiente.

No processo GAS (Gas Antisolvent) ocorre a supersaturacao de uma solucao liquida
por meio da dissolugdo do CO, supercritico. Para isso, um soluto (imiscivel em CO,
supercritico) ¢ solubilizado em um solvente organico que deve ser completamente miscivel
com o fluido supercritico. Por causa da miscibilidade gas-liquido, a solug¢do se expande e o

poder do solvente diminui. Além de um certo ponto, a solu¢do torna-se supersaturada e segue-
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se a precipitacdo. A solugdo ¢ entdo expelida e o precipitado lavado com CO, para remover

qualquer solvente residual (Arora et al., 2020).

3  Consideracoes finais

A suplementagdo ou a inclusdo a dieta de alimentos enriquecidos em probidticos e/ou
prebioticos auxiliam na prevengao de diversas doengas, inclusive doencas cronicas levando a
populagdo a alcancar maiores niveis de bem-estar. Esta inclusdo pode ser feita de forma a nao
alterar sensorialmente os alimentos, pois estes bioativos podem ser microencapsulados por
diferentes técnicas que promovem uma prote¢ao satisfatoéria dos mesmos durante a passagem

pelo trato gastro intestinal e possuem grande aceitagdo sensorial.
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CAPITULO 2 Extrato de folhas de
alcachofra rico em
compostos bioativos —
Otimizac¢ao do processo de
extracao utilizando etanol
pressurizado e comparacao
com outras técnicas




Resumo

O coracdo ¢ as flores imaturas da alcachofra sdo consumidos ha centenas de anos para fins
alimentares e fitoterapicos, por outro lado, suas folhas embora possuam diversos componentes
que promovem beneficios a saude, geralmente sdo consideradas residuos da producdo. Mas
este cenario tende a mudar visto a crescente busca da industria farmacéutica por principios
ativos naturais com efeitos colaterais reduzidos. Pesquisas vém sendo realizadas com extratos
de folhas de alcachofra, relatada como tendo agdes benéficas ao figado, sistema
gastrointestinal, a¢do contra doengas cronicas como diabetes e anti-HIV, além de ser
prebiotico. Este estudo teve como objetivo estudar o rendimento de extracdo e a composi¢ao
dos extratos de folhas de alcachofra obtidos por quatro técnicas tradicionais de extragdao
(maceragdo, Sohxlet, extracdao assistida por ultrassom e agitacdo magnética) e por extracao
com liquido pressurizado (PLE) em um processo intermitente com purga de solvente. Em
todas as extragdes utilizou-se o etanol como solvente e otimizou-se a extragdo PLE usando
um planejamento experimental 2*'. Considerando o delineamento para PLE, os maiores
resultados para rendimento de extrato seco (9,3%), teor de tanino (32,40mg/g) e atividade
antioxidante (222,72uM Trolox/g) foram obtidos quando a extra¢do foi realizada a 60 °C,
enxague com 80 % do volume do extrator que equivale a aproximadamente 200 mL, tempo
estatico de 10 min e 5 ciclos. O maior teor de compostos fendlicos totais (54,88 mg EAG/g) e
maior teor de inulina (107,07 mg inulina/g) foi obtido a 60 °C, tempo estatico de 6 min, 5
ciclos e enxague com volume de solvente equivalente a 60 % do volume do extrator (~178
mL). Apenas a temperatura teve um efeito significativo no rendimento da extragdo e nenhuma
das variaveis independentes teve efeito significativo nos outros parametros medidos. Todas as
condigdes de extracdo e técnicas estudadas foram capazes de extrair inulina das folhas de

alcachofra.

Keywords: Cynara cardunculus L., extragdo com liquido pressurizado, ABTS, planejamento

experimental 2*!, métodos tradicionais de extragdo, inulina.
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1 Introducao

A alcachofra (Cynara cardunculus L.) ¢ uma planta herbacea perene, nativa da bacia
do Mediterraneo, pertencente a familia Asteraceae e que tem sido utilizada desde a
antiguidade como alimento e fitoterdpico (Pandino, Mauromicale, 2019; Pérez-Esteve et al.,
2018; Dias et al., 2018). Suas inflorescéncias imaturas sdo consumidas frescas, enlatadas ou
congeladas, e suas folhas, caules e raizes sdo geralmente descartadas (Pandino et al., 2011). A
producdo mundial de alcachofra atinge aproximadamente 1678 Kton/ano (FAO, 2018),
embora sua por¢do comestivel represente apenas 15 % a 30 % da planta (essa variagdo ocorre
dependendo do gendtipo, clima, solo e condigdes de cultivo) (Gominho et al., 2018). Assim,
70% a 85% da biomassa da alcachofra ¢ composta por folhas, caules e raizes, que geralmente
sdao descartados como residuos solidos ou deixados no campo sem nenhum uso posterior
(Francavilla et al., 2021). No entanto, essas partes da planta podem ser utilizadas como, por
exemplo, uma excelente fonte de antioxidantes naturais, o que levaria a um melhor
aproveitamento da planta e também beneficios econdmicos (Pandino et al., 2011). As folhas
de alcachofra sdo ricas em fibras, minerais, vitaminas, polifendis e frutooligossacarideos,
como a inulina, que apresenta diversos beneficios nutricionais (Rodriguez et al., 2020; El
Sayed et al., 2018). A inulina ¢ um polissacarideo de armazenamento natural que consiste em
moléculas de frutose ligadas por ligagdes B-glicosidicas (2 — 1) (Saleh et al., 2020; Causey et
al., 2000), que nao sdo digeridas por humanos, mas estimulam o crescimento e a atividade de
microrganismos especificos, incluindo Lactobacillos e Bifidobactérias no colon e, portanto,
sdo considerados prebidticos (Singh, Singh, Larroche, 2019; Singh, Singh, Kennedy, 2016;
Mabeau et al., 2006; Franck, 2002 ). Este polissacarideo tem aplicagdes nas industrias
nutracéutica e farmacéutica também devido a outras propriedades benéficas a saude, como
digestibilidade, absorcao de gordura e capacidade de ligacao de 4gua e minerais (Ruiz-Cano
et al., 2014; Lattanzio et al., 2009; Lopez -Molina et al., 2005).

O Formulério Brasileiro de Fitoterdpicos (Brasil, 2011) recomenda a ingestao didria de
tintura de folha de alcachofra devido a sua atividade antidispéptica, antiflatulenta,
antiemética, diurética e antiaterosclerotica, e também como agente coadjuvante no tratamento
de hipercolesterolemia leve a moderada e sindrome do intestino irritdvel. De acordo com a
literatura, essa tintura também apresenta propriedades hepatoprotetoras, antibioticas,
antifingicas, antioxidantes, anticancerigenas, anti-inflamatérias e antidiabéticas além de

efeitos coleréticos e colagogos (Aguilera, Martin-Cabrejas, Gonzélez de Mejia, 2016; Soto et
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al., 2014; Zuorro, Maffei, Lavecchia, 2014; Pereira et al., 2013; Pandino et al., 2012; Shukla e
Gupta, 2010; Lattanzio et al., 2009; Mabeau et al., 2006; Rodriguez et al., 2002).

Pesquisadores do Laboratorio de Tecnologia de Alta Pressdao e Produtos Naturais
(LTAPPN) da Universidade de Sao Paulo vém buscando otimizar o processo de extracao de
produtos que podem ser obtidos industrialmente. Em 2014, foi realizado o primeiro estudo de
otimiza¢do do processo de extracdo de polifendis das sementes de Pitanga, produto residual
da industria alimenticia (Santos et al., 2015). Desde entdo, diversos estudos envolvendo a
obten¢do de extratos vegetais ricos em atividade antioxidante e antimicrobiana € compostos
fenolicos tém sido realizados utilizando a técnica de extragcdo com liquido pressurizado (PLE),
como, por exemplo, pesquisas com Araca (Psidium grandifolium Mart. ex DC.) (Bittencourt
et al., 2019) e com Cambuci (Campomanesia phaea) (Firmiano, Bittencourt, Oliveira, 2019).

O PLE consiste em extragao sélido-liquido com e sem purga intermitente de solvente.
Quando o PLE ocorre em um processo continuo, a vazao do solvente normalmente varia de
0,33 a 2,5 mL/min em equipamentos de escala laboratorial. Neste processo de extracdo,
utiliza-se alta temperatura (at¢ 200°C) com altas pressdes (de 4 a 20 MPa) e tempos
geralmente reduzidos (de 2 a 30 min) quando o processo ocorre com purga intermitente do
solvente (Alvarez-Rivera, 2020; Andreu, Pico, 2019; Osorio-Tobon, Meireles, 2013).

O principio de funcionamento do PLE se concentra no controle da viscosidade e
difusividade do solvente utilizado a partir de varidveis como temperatura. Extragdes com
solventes acima de sua temperatura de ebulicdo (a pressao atmosférica) sao possiveis atraveés
do uso de altas pressdes. Nessas condi¢des, o solvente apresenta maior difusividade e menor
viscosidade, o que facilita a difusdo do solvente na matriz, tornando as extra¢des mais rapidas
(Alvarez-Rivera, 2020; Mustafa, Turner, 2011).

Quando desenvolvido como técnica de preparacdo analitica, o PLE foi amplamente
utilizado para extracao de poluentes organicos e herbicidas de amostras solidas, bem como
para andlise e extracdo de agrotdxicos em tubérculos e alimentos. Por ser uma técnica de
extragdo muito eficiente, o PLE possibilita a extragdo de analitos em quantidades muito
pequenas em amostras, como toxinas presentes em cafés, peixes e cacau (Andreu, Pico, 2019;
Conte et al, 2016; Khan et al, 2018; Pallaroni, Von Holst , 2004, Richter et al., 1996).

Além do uso para identificar pequenas quantidades de herbicidas e contaminantes em
solos e alimentos, a técnica de extracdo com liquido pressurizado passou a ser utilizada para

obter extratos de plantas, de sementes e graos, dentre outros (Alvarez-Rivera, 2020).
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Devido a sua eficiéncia na extracdo, o PLE comegou a ser estudado como uma técnica
de producdo de extratos de plantas com propriedades fitoterapicas. O apelo ambiental por
tecnologias menos agressivas ao meio ambiente, somado ao fato de o etanol ser considerado
um solvente seguro e sustentavel, fez com que o estudo de sua aplicacdo para futuras
substitui¢des industriais recebesse reconhecimento (Rajakaruna et al., 2022; Hirondart et al.,
2020).

Desta forma, buscando utilizar recursos seguros € de baixo custo para a produgao de
substancias biologicamente ativas, este estudo visou otimizar um processo de extragdo de
inulina (prebidtico natural) de folhas de alcachofra, subproduto residual da produgdo de
alcachofra para fins alimentares. Nesse sentido, estudou-se uma tecnologia inovadora (PLE) e
os extratos obtidos foram comparados com aqueles extraidos por metodologias tradicionais,
como agitagdo magnética, extragao assistida por ultrassom, maceracao e soxhlet. Pois estudos
mostram que a eficiéncia de extragdo, e consequentemente a propriedades dos extratos, €
afetada por fatores como: técnica de extracdo, temperatura empregada, tempo de contato entre

o solvente e a matriz e nimero de ciclos (Guemghar et al., 2020; Bras et al., 2015).

2  Material e Métodos

2.1 Caracteriza¢iao da materia-prima

Folhas de alcachofra (Cynara cardunculus L.) foram coletadas manualmente em uma
fazenda localizada no municipio de Piedade, regido centro-leste do estado de Sao Paulo, na
latitude 23° 42' 41" Sul, longitude 47° 25' 8" Oeste, ¢ altitude de 776 m (Cidade-Brasil, 2020).
Apos a coleta, as folhas foram picadas, colocadas em bandejas, secas em estufa de circulagao
forcada de ar a 45°C até peso constante, trituradas em liquidificador (WALITA, Ri 1710,
Varginha, Brasil), acondicionadas em sacos de polietileno e armazenadas a -22°C (Figura 1).

A composicao centesimal da amostra foi calculada pela determinagao da matéria seca,
proteina bruta, fibra bruta, cinzas e extrato etéreo de acordo com as metodologias descritas
pela Association of Official Agricultural Chemists (AOAC, 2005).

Para caracterizar o leito fixo de extracdo, foram determinadas as densidades real e
aparente ¢ a porosidade do leito. A densidade real ou massa especifica da amostra foi
estabelecida usando um picndmetro de gas hélio (Quantachrome Ultrapyc 1200e, FL, EUA) e

uma balanga analitica (Quimis, modelo QI-AS, EUA) no Centro Analitico do Instituto de
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Quimica da Universidade Estadual de Campinas - IQ/UNICAMP. A porosidade do leito foi

calculada pela razao entre a densidade aparente e a densidade real.

Figura 1. Processamento das folhas de alcachofra no laboratorio. (A) folhas inteiras in
natura, (B) folhas sendo picadas para facilitar a secagem, (C) folhas de alcachofras secas e
trituradas, (D) extrato seco de folha de alcachofra obtido por extragdo com liquido
pressurizado utilizando etanol como solvente.
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2.2 Obtenciao de extratos de folha de alcachofra

De acordo com o Formulario de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira, uma tintura é
definida como uma preparacao alcodlica ou hidroalcoolica resultante da extracdo de drogas
vegetais ou animais. A tintura de Cynara cardunculus L. é obtida de folhas secas e ¢ prescrita
como antidispéptico, antiflatulento, diurético e antiaterosclerdtico, com dosagem indicada
para adultos de 2,5 a 5 mL diluidos em 75 mL de dgua trés vezes ao dia (Brasil, 2011). O uso
de tinturas vegetais como medicamento pode ser considerado um método natural e de baixo
custo para o tratamento de doengas cronicas na populagao brasileira.

Para comparar uma tecnologia emergente com as tradicionalmente utilizadas, foram
obtidas tinturas de folhas de alcachofra por extragdo com liquido pressurizado (PLE), Soxhlet
(SOX), maceragao (MAC), extracdo assistida por ultrassom (ULT) e agitacdo magnética
(MAG), sempre utilizando etanol (99,5%, Exodo Cientifica, Sumaré, Brasil) como solvente
por ser considerado seguro para a saide e para evitar interferéncias no resultado causadas pela
variacao do solvente.

Quatro variaveis de controle foram utilizadas no PLE (temperatura - T, volume do
solvente utilizado no enxague da célula de extracao - V, tempo de contato entre o solvente ¢ a
matriz em cada ciclo, denominado tempo estatico - TE e o numero de ciclos, ou nimero de
bateladas - C). Um planejamento fatorial 2*"' foi adotado para avaliar o efeito de cada variavel
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de processo nos rendimentos de extrato e na composi¢do de seus compostos bioativos
primarios (Rodrigues e Iemma, 2005). A Tabela 1 mostra o planejamento fatorial fracionario

com as varidveis codificadas, seguidas de seus valores reais entre parénteses.

Tabela 1. Delineamento fatorial fracionario 2*' para otimizacio do processo de extra¢io com
solvente pressurizado (varidveis codificadas).

Ensaio T (°C) V (%) TE (min) C (n°
1 -1 (40) -1 (60) -1(6) 103)
2 +1 (60) -1 (60) -1 (6) +1(5)
3 -1 (40) +1 (80) -1 (6) +1(5)
4 +1 (60) +1 (80) -1 (6) 1(3)
5 -1 (40) -1 (60) +1 (10) +1(5)
6 +1 (60) -1 (60) +1(10) 1(3)
7 -1 (40) +1 (80) +1 (10) 1(3)
8 +1 (60) +1 (80) +1 (10) +1(5)
9 0 (50) 0 (70) 0(8) 0 (4)
10 0 (50) 0 (70) 0(8) 0 (4)
1 0 (50) 0 (70) 0(8) 0 (4)
12 0 (50) 0 (70) 0 (8) 0 (4)

T = temperatura, V = volume de solvente, TE = tempo estatico, C = nimero de ciclos

A tecnologia de extracdo com liquido pressurizado acelera o processo de extracao
convencional usando um baixo volume de solvente a pressdo e temperatura controladas, a fim
de manter o solvente em estado liquido durante a extra¢cdo, mesmo quando sdo aplicadas altas
temperaturas. A manuten¢do do solvente no estado liquido sé ¢ possivel devido a alta pressao
(10,3 MPa) exercida pelo equipamento.

Este equipamento, representado na Figura 2, opera em bateladas, intercalando extragio
dinamica e tempo de contato estatico entre a matriz vegetal e o solvente; ao final de cada
ciclo, o extrato ¢ direcionado para um recipiente de coleta. O tempo de contato estatico entre
o solvente e a amostra ¢ importante para que ocorra o equilibrio osmotico entre a matriz € o
solvente e para que a extracdo seja mais eficiente.

A extragdo Soxhlet (SOX) foi realizada com 5 g de amostra por um periodo de 6
horas, com cada ciclo de retorno do solvente com duracdo média de 6 min e 25 s. A extracao
por maceracao foi realizada adicionando 20 g de folhas de alcachofra moidas desidratadas a
100 mL de etanol (99,5%, Exodo Cientifica, Sumaré, Brasil), que foi agitado diariamente com
bastdo de vidro por 7 dias; durante o periodo de extrag@o, a mistura foi armazenada ao abrigo
da luz. As extragdes ULT e MAG foram realizadas usando 20 g de amostra e 100 mL de

etanol (99,5%, Exodo Cientifica, Sumaré, Brasil) e agitagdo por 20 min. Utilizou-se
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equipamento de ultrassom Ultronique Q 3.0—40 (Tecnal, Indaiatuba, Brasil) e um agitador
magnético microcontrolado TEO080 (Tecnal, Indaiatuba, BR) para ULT e MAG,
respectivamente. Com exce¢do da extracdo Soxhlet, a relacdo massa da amostra/volume de
solvente (20 g/100 mL) foi mantida a mesma em todos os métodos.

Todas as tinturas de folhas de alcachofra obtidas pelos diferentes métodos foram
rotoevaporadas para remog¢dao do etanol. A partir de entdo, passaram a ser denominados

extratos de folhas de alcachofra.

Figura 2. Esquema do extrator PLE utilizado neste trabalho.

A = Solvente
B=Bomba
C =Fomo
D = Célula de extragdo
E = Vilvula de purga
F = Vilvula para
alivio da pressdo
G =Valvula estatica
H =Frasco de descarte
F : : I = Frasco de coleta
G - 1| J=Cilindro de

S nitrogénio
== Linha quente
—= Linha fna

. J
Fonte: Bittencourt, G. M. Avaliacdo da atividade antioxidante e antimicrobiana de extratos de araga
(Psidium Grandifolium Mart. Ex DC.) obtidos por liquido pressurizado (PLE) e por fluido supercritico

(SFE). 2018. 116 p. Dissertagdo (Mestrado) — Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos,
Universidade de Sao Paulo, Pirassununga, 2018.

2.3 Caracterizacao dos extratos de folhas de alcachofra

2.3.1 Atividade antioxidante pelo método do radical ABTS

A atividade antioxidante (AA) dos extratos foi determinada pelo método de captura do
radical livre ABTS descrito por Rufino e colaboradores (2007), na qual a partir da solucao
padrdo de Trolox (Aldrich Chemestry, Steinheim, GE) (2.000 M) foram preparadas solucdes
variando a concentracdo de 100 mg/L a 1.500 mg/L com etanol (99.5%, Exodo Cientifica,
Sumaré¢, Brasil). Em seguida, as leituras foram feitas em espectrofotometro (Genesys 10s UV-

Vis, Thermo Scientific, Massachusetts, EUA), no comprimento de onda de 734 nm, em
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aliquotas de 30 pL de cada concentragdo de solugdo de Trolox preparada, gerando assim uma
curva padrao que originou um modelo de primeira ordem ajustado aos valores experimentais,
que foi utilizado para calcular a atividade antioxidante das tinturas de folhas de alcachofra
obtidas pelos diferentes métodos/condigdes de extragao.

Cinco diferentes diluicdes foram preparadas em triplicata para cada um dos extratos
etandlicos de folhas de alcachofra (1.000, 2.000, 3.000, 4.000 e 5.000 mg/L). Em ambiente
escuro, uma aliquota de 30 puL de cada diluigao do extrato foi transferida para tubos de ensaio
contendo 3,0 mL de radical ABTS (&cido 2,2'-azino-bis3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)
(Sigma Life Science, Steinheim, GE), que foram homogeneizados em um agitador de tubos.
As leituras (734 nm) foram realizadas apds 6 min de mistura, e o alcool etilico foi usado como
branco para calibrar o espectrofotometro.

Apo6s a obtengdo dos dados de absorbancia para as diferentes dilui¢cdes do extrato, foi
tracado um grafico com a absorbancia no eixo das ordenadas e a dilui¢do (mg/L) no eixo das
abcissas. Em seguida, foi gerado o modelo de primeira ordem que melhor se ajustava aos

valores experimentais.

2.3.2 Compostos Fendlicos Totais (reativos ao Folin-Ciocalteu)

As concentragdes dos compostos fendlicos reativos ao Folin-Ciocalteu presentes nos
extratos foram determinadas de acordo com a metodologia descrita por Singleton e Rossi
(1965), na qual adicionou-se 1 mL do extrato diluido em metanol (1,0 mg/mL) a 5 mL de
solugdo reagente de Folin-Ciocalteu (Exodo Cientifica, Hortolandia, Brasil) diluido em 4gua
destilada (10%). Ap6s 10 min de contato, 4 mL de uma solu¢do aquosa contendo 7,5% de
carbonato de sodio anidro (Synth, Diadema, Brasil) foi adicionado a mistura.

Apos permanecerem no escuro por 2 h, as amostras foram colocadas em cubetas
paralelepipédicas de quartzo medindo 1 cm x 1 cm de area de base ¢ 4,3 cm de altura, ¢ as
medidas de absorbancia foram realizadas usando um espectrofotdmetro (Genesys 10s UV-
Vis, Thermo Scientific, Massachusetts, EUA) sob comprimentos de onda de 760 nm. A
amostra controle foi preparada e analisada de forma idéntica as demais amostras, embora
tenha sido aplicado 1 mL de metanol em vez de 1 mL da solugdo de extrato.

Para expressar as absorbancias medidas nas andlises de forma equivalente em acido
galico (EAG), foi construida uma curva padrio utilizando solugdes desse acido (Exodo
Cientifica, Sumaré¢, Brasil) em diferentes concentragdes, que foram analisadas da mesma
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forma que as amostras, diferindo apenas pelo uso de 1 mL de solu¢do de acido gélico na
reacdo com o reagente de Folin-Ciocalteu ao invés do extrato diluido. Todas as reagdes, tanto

com amostras quanto na construcao da curva padrao, foram realizadas em triplicata.

2.3.3 Quantificacao de taninos condensados

O teor de taninos (TT) nas amostras foi determinado de acordo com a metodologia
descrita por Lhuillier (2007) na qual 0,05 g de extrato de folha de alcachofra foi adicionado a
uma mistura contendo 16,25 mL de cloroférmio (Sigma/Aldrich, Duque de Caxias, Brasil) e
1,3 mL de metanol (AppliChem/PanReac, Barcelona, Espanha), a solucdo resultante foi
homogeneizada com auxilio de um agitador de tubos. Apdés homogeneizagdo, a solugdo foi
armazenada em geladeira por um periodo de 3 a 4 horas. Posteriormente, foi centrifugado a
4.000 rpm por 10 minutos e filtrado a vacuo com filtro de PTFE com poros de 0,45 pm
(Sartorius, Goettingen, GE). A massa retida no filtro foi pesada e o teor de taninos foi

determinado pela razao entre a massa retida e a massa da amostra utilizada.

2.3.4 Cromatografia em Camada Delgada

A cromatografia em camada delgada (CCD) foi realizada para avaliar a presenca de
inulina nos extratos de folhas de alcachofra obtidas pelos diferentes métodos e condigdes de
extragdo. Para isso, cromatoplacas de aluminio TLC silica gel 60 Fys4 (Merck, Darmstadt,
Alemanha) foram usadas como fase estacionaria. Os extratos foram diluidos em agua
destilada na concentracdo de 200 mg/mL e a inulina comercial (Homeopatia Ouro Preto,
Pirassununga, Brasil) foi utilizada como controle no ensaio, porém na concentracdo de 2,5
mg/mL.

Uma solugdo de Propanol:Butanol:Agua (12:4:3) (Propanol: 99,9%, Dinimica,
Indaiatuba, Brasil; Butanol: 99,9%, Dinamica, Indaiatuba, Brasil) foi utilizada como fase
moével. Apdés a eluigdo das cromatoplacas, preparou-se um revelador com
Anilina:Difenilamina:Acido Fosforico:Acetona (1:1:5:5) (Anilina: Dinadmica, Indaiatuba,
Brasil; Difenilamina: Dinamica, Indaiatuba, Brasil; Acido Fosférico: Exodo Cientifica,
Sumaré , Brasil; Acetona: Exodo Cientifica, Sumaré, Brasil) e as placas foram colocadas em

estufa a 105 °C por 5 min para que ocorresse a reagao entre o revelador e a amostra eluida.
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O fator de reteng¢do (F;), que relaciona a distdncia percorrida pelas bandas com a
distancia percorrida pela fase mével (equacdo A), foi calculado para cada extrato e para o

controle de inulina aplicado a cada cromatoplaca e os valores foram comparados entre si.

distancia percorrida pela substancia (cm)

F = (A)

distancia percorrida pela fase mével (cm)

2.3.5 Quantificacdo do teor de inulina

A quantificacdo do teor de inulina (TI) foi realizada por espectrofotometria.
Inicialmente, uma solucdo contendo 1 mL de extrato diluido em &4gua ultrapura na
concentragdo de 100 mg/mL, 2 mL de solu¢do de Sulfato de Zinco 10% (Exodo Cientifica,
Sumaré, Brasil), 5 mL de agua ultrapura e 2 mL de solugdo de NaOH 0,5 M (Exodo
Cientifica, Sumaré, Brasil) foi filtrada a vacuo com um filtro de PTFE com poros de 0,45 pm
(Sartorius, Goettingen, Alemanha) para gerar uma solugio cristalina. A parte, foi preparada
uma solugdo contendo 0,5 g de vanilina (Exodo Cientifica, Sumaré, Brasil) ¢ 50 mL de agua
ultrapura em temperatura de ebulicao, protegida da luz.

Na segunda etapa, 2 mL da solug¢do filtrada foram adicionados a 0,8 mL de solugao de
vanilina e agitados em agitador de tubos por 15 s, adicionou-se entdo 2,2 mL de acido
sulfarico, com densidade de 1,84 g/mL, a 25 °C (Quimica Moderna, Barueri, Brasil) e agitou-
se novamente por 15 s. A solugdo formada foi fervida por 2 min e rapidamente resfriada em
banho de gelo por mais 2 min. Por fim, a solugcdo foi armazenada por 15 minutos em
temperatura ambiente ao abrigo da luz e a leitura de absorbancia foi realizada em
espectrofotometro (Genesys 10s UV-Vis, Thermo Scientific, Massachusetts, EUA) com
comprimento de onda de 520 nm.

Uma curva padrio de 8 pontos foi construida utilizando inulina comercial

(Homeopatia Ouro Preto, Pirassununga, Brasil).

2.4 Analise Estatistica

Os resultados obtidos no presente estudo estdo expressos como média + desvio padrao
para as analises realizadas em triplicata. Os dados do delineamento experimental foram

avaliados estatisticamente por ANOVA, e os modelos significativos ajustados aos dados
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experimentais geraram os graficos de contorno para o delineamento 2*! no software Statistica

13.5%.

3 Resultados e Discussao

3.1 Caracterizacio da matéria-prima e do leito fixo de extrac¢io

Os teores de matéria seca, material mineral, proteina bruta, fibra bruta, extrato etéreo e
extrato ndo nitrogenado das folhas de alcachofra estdo apresentados na Tabela 2 e sdo

expressos em g/100 g de base seca.

Tabela 2. Composicdo centesimal de folhas secas de alcachofra trituradas expressas em base

seca
Analise Média (g/100g folhas secas)
Umidade 9,14+ 0,08
Cinzas 15,08 £ 0,08
Proteina 18,00 £ 0,58
Fibra bruta 17,77 £ 0,18
Extrato etéreo 3,00 £ 0,01
Extrato ndo-nitrogenado 46,16 +0,08

A caracterizagdo de extratores de leito fixo € importante, pois leitos com propriedades
distintas promovem diferentes condi¢cdes de extragdo, pois alteram a forma como o solvente
permeia a matéria-prima. A densidade aparente das folhas de alcachofra secas e moidas,
determinada pela realizacdo de 10 repeti¢cdes, foi de 1,84 + 0,05 g/cm?®; a densidade real,
medida em quintuplicata por picnometria de gas hélio, foi de 1,27 £ 0,01 g/cm?, e a
porosidade do leito calculada foi de 0,69. A porosidade do leito, também conhecida como
fragao de vazios, ¢ influenciada por diversos fatores, como tamanho, forma e rugosidade das
particulas que o compdem, bem como a relagao entre o didmetro das particulas e o tamanho e
forma do leito fixo do extrator (Tadini, Telis, de Almeida Meirelles, 2016). A porosidade
fornece informacgdes para outros estudos ou para futuros escalonamentos, pois ¢ um parametro
que caracteriza o leito fixo. Valores de porosidade menores que 1 permitem um bom contato
entre a superficie das particulas e o solvente, o que favorece a migragdo do soluto da matriz

para o solvente (Bittencourt et al., 2019; de Oliveira et al., 2019).
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3.2 Estudo de obtencao de extrato de folhas de alcachofra

O rendimento (R) de todas as técnicas de extragdo estudadas foi calculado pela razio
entre a massa do extrato seco (sem solvente) e a massa seca das folhas de alcachofra
utilizadas. O teor de compostos fendlicos totais (TCF) foi determinado para compostos
reativos ao reagente de Folin-Ciocalteu seguindo a metodologia descrita por Singleton e Rossi
(1965), o teor de tanino (TT) foi definido de acordo com o método utilizado por Lhuillier
(2007), a atividade antioxidante (AA) foi determinada pela metodologia de captura de radical
ABTS descrita pela EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria) (Rufino et
al., 2007).

3.2.1 Métodos Tradicionais

As tinturas das folhas de alcachofra foram extraidas por quatro métodos tradicionais,
sendo trés extragoes a frio (agitacdo magnética, extracao assistida por ultrassom e maceragao)
e uma com emprego de calor (Soxhlet).

Todas as andlises realizadas nos extratos foram em triplicata e as médias dos
resultados para rendimento, TCF, TT, AA e TI, bem como seus desvios padrdo, estdo
apresentados na Tabela 3.

O teor de compostos fenodlicos totais nos extratos foi calculado usando a seguinte
equacdo: y = 10,915x + 0,004, onde y representa a absorbancia medida e x € o equivalente em
concentra¢do de acido galico. Essa equacgdo foi obtida pela constru¢cdo de uma curva padrao
de 5 pontos com coeficiente de regressao de 0,99. Para o calculo da atividade antioxidante dos
extratos, foi criada uma curva padrao de Trolox de 5 pontos, que gerou o modelo de primeira
ordem y = -3466,7x + 2462,8, com coeficiente de regressao de 0,99, onde x ¢ a absorbancia
medida e y ¢ a atividade antioxidante expressa em pM de Trolox. O modelo de primeira
ordem y = 0,1486x + 0,142, baseado em 8 pontos, com coeficiente de regressdo de 0,99,
representa a curva padrdo para inulina e foi utilizado para calcular o teor de inulina nos
extratos, onde y € a absorbancia medida e x € a concentragdo de inulina expressa em mg/g de
solucdo. Os resultados obtidos foram convertidos em mg de inulina/g de extrato para

favorecer futuras comparacgoes.
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Tabela 3. Analise de extratos de folhas de alcachofra obtidos por diferentes métodos usando etanol como solvente. Resultados expressos por g

de extrato.

Ensaio T (°C) V(%) TE (min) (;3’) Rem(l‘f/l:;ento (mg];Z?G/g) (J;g) (uM tArOAIOX/ g) (mg irrll-‘uIlina/ g)
MAC - - 7 days* - 8,02+0,18 30,84 + 3,30 48,82 + 7,46 74,37 £ 0,98 124,30 +2,62
SOX - - 6 hours* 14,71 £ 0,45 38,99 £ 4,33 206,20 + 36,24 107,19 + 1,22 173,46 + 1,27
MAG - - 20 - 3,80+ 0,28 30,42 + 2,80 49,65 + 4,17 72,60 £0,11 103,03 + 3,55
ULT - - 20 - 3,83+0,34  32,86+2,68 23,97+ 5,52 68,70 + 1,43 134,21 +£4,13
PLE 1 40 60 (~178 mL) 6 3 6,12 98,01 5,20 161,46 38,29 + 2,83
PLE 2 60 60 (~178 mL) 6 5 7,58 104,30 8,32 208,44 120,10 + 0,57
PLE 3 40 80 (~200 mL) 6 5 5,87 92,23 2,40 171,62 65,19 + 5,39
PLE 4 60 80 (~200 mL) 6 3 8,31 102,46 5,34 177,20 94,22 + 8,69
PLE 5 40 60 (~178 mL) 10 5 7,28 102,13 6,56 180,72 46,11 +3,33
PLE 6 60 60 (~178 mL) 10 3 7,02 103,46 7,51 196,37 46,65 +2,99
PLE 7 40 80 (~200 mL) 10 3 5,78 101,63 5,85 155,36 66,33 + 9,69
PLE 8 60 80 (~200 mL) 10 5 9,37 103,13 7,78 222,72 69,11 £4,71
PC* 50 70 (~189 mL) 8 4 6,83+0,37 102,10+ 5,38 4,90 + 1,30 208,86 + 28,35 83,66 +2,79

MAC = Maceragdo, SOX = Soxhlet, MAG = Agitacdo Magnética, ULT = Extragdo Assistida por Ultrassom, T = Temperatura, V = Volume de solvente, TE =
Tempo Estatico, C = Numero de ciclos, TCF = Teor de Compostos Fendlicos, TT = Teor de Taninos, AA = Atividade Antioxidante, TI = Teor de Inulina,
EAG = Equivalente em Acido Galico.
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A metodologia de extracdo tradicional que apresentou os melhores resultados em
todos os parametros analisados foi Soxhlet, apresentando um rendimento 287% superior ao
obtido por agitagdo magnética (menor rendimento) e 87% superior ao obtido por maceragdao
(segundo maior rendimento). O teor de compostos fendlicos quantificados no extrato obtido
por extracao Soxhlet das folhas de alcachofra foi, em média, 24% superior ao encontrado nas
demais técnicas tradicionais. Além disso, TT e AA foram, em média, 400% e 49% maiores,
respectivamente, do que os medidos nas tinturas de folhas de alcachofra obtidas por
maceracdo, agitacdo magnética e extracdo assistida por ultrassom. Em relacdo ao teor de
inulina (TI) dos extratos, a quantidade obtida pela extragdo Soxhlet também foi superior aos
demais métodos, com TI 30% maior do que o encontrado nos extratos obtidos por extracao
assistida por ultrassom, 40% superior aos teores mensurados nos nos extratos obtidos por
maceragdo e 70% superiores aos teores dos extratos por agitagdo magnética. Os maiores
valores de todas as varidveis analisadas podem ter ocorrido devido a maior relacdo
massa/solvente utilizada neste processo de extracdo. Além disso, altas temperaturas foram
aplicadas e, devido as particularidades da técnica, o solvente ndao ficou saturado como nas
outras técnicas, pois 0 solvente que entra em contato com a matriz vegetal em cada ciclo ¢
sempre o solvente destilado. No entanto, esta tecnologia envolve custos de processo
significativos devido ao alto gasto energético necessario para manutencdo da temperatura e
longos periodos de extra¢do, além de possivelmente favorecer a extracdo de compostos
indesejaveis ou mesmo antinutricionais.

Estudo realizado por Boffo e colaboradores (2022) com ontencdo de extratos de folhas
de alcachofra com etanol comparando técnicas de extracdo por soxhlet, maceracdo e infusdo
também apresentou rendimentos em extracdes SOX consideravelmente superiores aos
mensurados pelas demais técnicas. Guemghar e colaboradores (2020) estudaram a otimizagao
da extracdo de compostos fendlicos de folhas de alcachofra utilizando extragao assistida por
micro-ondas e etanol como solvente, obtendo TCF de 37,43 + 1,26 mg EAG/g na condicao
otimizada. Stumpf e colaboradores (2020) avaliaram TCF de extratos de folhas de alcachofra
obtidos por 3 métodos distintos, extracdo de acordo com a farmacopeia europeia, extragao
assistida por ultrassom e extragdo com agua quente, os resultados obtidos para os extratos
moidos em moedor de caf¢ foram, respectivamente, 27,7 £ 1,4 mg EAG/g, 28,6 + 1,6 mg
EAG/g e 25,0 £ 1,4 mg EAG/g. O que mostra que os resultados obtidos no presente trabalho

estao dentro do esperado de acordo com a literatura.
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3.2.2 Extracdo com Liquido Pressurizado

A extragdo com liquido pressurizado (PLE) foi realizada utilizando etanol 99,5%
(Dinamica, Indaiatuba, Brasil) como solvente e quatro variaveis de controle foram analisadas:
temperatura (T), volume de solvente de enxague (V), tempo estatico (TE) e nimero de ciclos
(C). Uma sequéncia de planejamento fatorial (2*") foi adotada para avaliar o efeito de cada
variavel de processo no rendimento dos extratos e na composicao de seus principais bioativos.

Os resultados obtidos em relagdo ao rendimento, teor de compostos fenolicos totais,
teor de tanino e atividade antioxidante para os extratos de folhas de alcachofra obtidos por
PLE sao apresentados na Tabela 3.

O teor de compostos fenodlicos reativos a Folin-Ciocalteu nos extratos foi calculado
usando a equacdo ajustada a curva padrao y = 8,988x — 0,048, onde y representa a
absorbancia medida e x ¢ o equivalente em concentragao de acido gélico. Essa equagdo foi
obtida construindo uma curva padrao de 10 pontos com coeficiente de regressao de 0,99. Para
calcular a atividade antioxidante dos extratos, foi construida uma curva padrao de Trolox de 5
pontos, que gerou o modelo de primeira ordem y = -4159,5x + 2607,2, com coeficiente de
regressao de 0,99, em que x representa a absorbancia medida e y € a atividade antioxidante
em uM de Trolox.

Comparando os resultados apresentados na Tabela 3 tanto para os extratos obtidos por
PLE quanto para aqueles extraidos por métodos tradicionais, nota-se que os rendimentos de
extracao dos extratos obtidos por PLE foram, em média, similares aos obtidos por maceragao.
Em relacdo ao TCF, os valores medidos nos extratos obtidos por PLE foram de 151% a 243%
superiores aos medidos nos extratos de folha de alcachofra obtidos pelos quatro métodos
tradicionais analisados. O TT nos extratos de PLE foi, em média, uma ordem de magnitude
menor que o TT dos extratos obtidos por MAC, MAG e ULT, e duas ordens de magnitude
menor que o TT dos extratos obtidos por SOX. Embora os taninos sejam uma classe de
compostos fenolicos, o TT foi superior nos extratos obtidos por métodos tradicionais. Em
contrapartida, o TCF reativo a Folin-Ciocalteu foi maior nos extratos obtidos por PLE, fato
que provavelmente esta relacionado ao alto peso molecular dos taninos quando comparados a
outros compostos fenoélicos.

A AA dos extratos obtidos por PLE foi superior a mensurada nos extratos obtidos por
todas as técnicas tradicionais estudadas, sendo o extrato obtidos por SOX o que apresentou

AA mais proxima da observada nos extratos obtidos por PLE. Em relagdao ao TI, os valores
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das varidveis independentes utilizadas no delineamento experimental do PLE ndo foram
eficazes na extracdo de inulina das folhas de alcachofra, sendo que apenas uma condi¢do de
extragdo (60°C, 60% volume de solvente, TE de 6 min e 5 ciclos ) foi capaz de extrair TI
semelhante aos obtidos pelas técnicas tradicionais.

De acordo com Zeaiter et al. (2019), as folhas de alcachofra possuem 4,70 + 1,21 g de
inulina para cada 100 g de matéria seca da planta. No presente estudo, o teor de inulina
extraida por SOX foi de 2,55 £ 0,02 g de inulina por 100 g de folhas secas e, por PLE, 0,91 +
0,01 g para a mesma massa de matéra-prima. Sihem et al. (2015), analisando os cultivares
Violet d’Hyéres e Blac d’Oran de alcachofra encontrou nos extratos das folhas 10.51+£2,07 mg
EAG/g matéria vegetal seca e 8.45+1.26 mg EAG/g matéria vegetal seca, respectivamente,
resultados proximos ao obtido neste trabalho no extrato obtido pela condicao 8 do
delineamento experimental 2*' utilizado para o PLE que foi de 9.66 mg EAG/g matéria
vegetal seca.

Para verificar se as varidveis de processo estudadas (T, TE, V e C) influenciaram nas
variaveis dependentes rendimento, TCF, TT, AA e TI, os principais efeitos foram avaliados
por meio de andlise de variancia (ANOVA). Com base na ANOVA para modelos de primeira
ordem, apresentada na Tabela 4, pode-se concluir que, em relagdo ao rendimento, pelo menos
uma das variaveis independentes influenciou significativamente a resposta analisada, uma vez
que 0 Feaiculado fo1 maior que o Fipelado. Além disso, ndo houve evidéncia estatistica de que as
variaveis independentes no intervalo estudado tenham efeito significativo sobre TCF, TT, AA
e TI (intervalo de confianca de 95%), pois, nesses casos, 0 Fcajculado f01 menor que o Frapelado-

O modelo de primeira ordem com variaveis significativas que descrevem o rendimento

(R) ¢ mostrado na equagao B. Observe que a tnica varidvel significativa foi a temperatura.

Modelo de primeira ordem para rendimento de extragdo R =7.05+1.80T (B)

A influéncia da temperatura e sua interagdo com as demais varidveis do processo no
rendimento (R) (Figura 3) pode ser verificada analisando as curvas de contorno geradas pelo

software Statistica®.
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Tabela 4. Analise de variancia (ANOVA) para modelos de primeira ordem para rendimento
de extragdo, teor de compostos fenolicos, teor de taninos e atividade antioxidante de extratos
de folhas de alcachofra (Erro residual).

Fon.te c~le Soma dos Cfraus de Qua(’ir.ado Fosteutads Fiabetade
Variacao Quadrados Liberdade Médio
Rendimento de Extracao
Regressdo 8,08 4 2,02
Residuo 3,70 7 0,53 3,81 > 3,36
Total 11,78 11 -
Teor de Compostos Fendlicos
Regressdo 79,78 4 19,94
Residuo 122,07 7 17,44 1,14 < 3,36
Total 201,85 11 -
Teor de Taninos
Regressdo 20,18 4 5,04
Residuo 15,56 7 2,22 227 < 3,36
Total 35,74 11 -
Atividade Antioxidante
Regressao 3597,13 4 899,28
Residuo 4219,24 7 602,75 1,49 < 3,36
Total 7816,36 11 -
Teor de Inulina

Regressao 3249,69 4 812,42
Residuo 2699,42 7 385,63 2,10 < 3,36
Total 5949,11 11 -

F atculado Maior que o Fiapelado @0 nivel de 95% de confianga.

Ao analisar as curvas de contorno, pode-se inferir que a temperatura apresentou
correlagdo positiva, ou seja, quanto maior a temperatura aplicada, maior o R. No entanto, o
fendomeno observado ¢ valido apenas para o intervalo estudado. Sua extrapolagdo para valores
maiores ou menores, em relagdo ao aplicado neste delineamento experimental, ndo ¢
necessariamente precisa, pois altas temperaturas podem degradar compostos biologicamente
ativos presentes nos extratos de folhas de alcachofra, como a inulina, ou ainda favorecer a

extracdo de compostos antinutricionais.



Figura 3. Grafico de contorno do rendimento da extracdo, em func¢do da variagdo da
temperatura ¢ do volume de solvente (A), da temperatura e do tempo estatico (B) e da

temperatura e do namero de ciclos (C).
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O delineamento experimental 2*"' ¢ usado para se fazer uma varredura das variaveis
que podem influenciar o rendimento e a composicdo dos extratos. Ao analisar todas as
variaveis do processo, verificou-se que apenas a temperatura (T) influenciou positivamente no
rendimento dos extratos. As demais respostas nao foram influenciadas. Os resultados da
varredura nos permitem otimizar o processo com base em varidveis significativas, embora,
neste caso, a Unica tenha sido a temperatura.

Em geral, o aumento da temperatura contribui para maiores rendimentos de extrato
bruto, que carregam compostos fenolicos. Esses compostos atuam interrompendo a cadeia de
reacdo doando elétrons ou hidrogénio aos radicais livres, sendo muito eficientes na prevencao
da autooxidacdo (Angelo, Jorge, 2007; Sepahpour et al., 2018). Apesar de ndo ter sido
estatisticamente estabelecida correlagao entre temperatura (T) e atividade antioxidante (AA),
pode-se notar que, em geral, as amostras com maior TCF também apresentaram maior

atividade antioxidante (Tabela 3).

3.2.3 Cromatografia em Camada Delgada

Nas imagens apresentadas na Figura 4 pode-se observar as cromatoplacas reveladas
contendo as bandas cromatograficas dos extratos de folhas de alcachofra obtidos pelos
diferentes métodos e inulina comercial diluida em 4agua destilada eluidas pela fase movel e
arrastadas pela cromatoplaca; a primeira coluna de cada cromatoplaca contém o padrdo de
inulina como controle. O fator de retencao (F;) foi calculado para cada banda visualizada nas
cromatoplacas. O F; calculado para cada extrato de folha de alcachofra bem como o F; para o
controle de inulina em cada cromatoplaca estdo apresentados na Tabela 5. Como pode ser
observado, os F; foram semelhantes entre si, indicando que eles correspondem ao mesmo
composto, pois as mesmas fases movel e estacionaria foram usadas em cada extragdo. Assim,
pode-se inferir que todos os métodos de extragdo estudados foram capazes de extrair inulina
das folhas de alcachofra, que constituem um residuo da produg¢do de flores de alcachofra para

consumo, fato confirmado pela quantifica¢ao do teor de inulina por espectrofotometria.
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Figura 4. (A) Cromatograma contendo os extratos obtidos pelos métodos tradicionais
(Maceragao - MAC, Soxhlet - SOX, Agitagdo Magnética - MAG e Extracdo Assistida por
Ultrassom - ULT); (B) cromatograma contendo os extratos obtidos por PLE nas condigdes 1,
2,3,4,5 ¢ 6; (C) Cromatograma contendo os extratos obtidos por PLE nas condigdes 7, 8 e
quatruplicata de ponto central. Todos os cromatogramas contém inulina comercial como
padrao (IN/INU). Utilizou-se cromatoplacas de aluminio TLC silica gel 60 Fpsa (Merck,
Darmstadt, Alemanha), como fase movel utilizou-se propanol:butanol:agua (12:4:3)
(Propanol: 99,9%, Dinamica, Indaiatuba, Brasil; Butanol: 99,9%, Dinamica, Indaiatuba,
Brasil) e revelador composto por Anilina:Difenilamina:Acido Fosforico:Acetona (1:1:5:5)
(Anilina: Dinamica, Indaiatuba, Brasil; Difenilamina: Dindmica, Indaiatuba, Brasil; Acido
Fosforico: Exodo Cientifica, Sumar¢, Brasil; Acetona: Exodo Cientifica, Sumaré¢, Brasil). As
cromatoplacas foram aquecidas a 105 °C por 5 minutos para revelacao.
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C

Tabela 5. Fator de retencao de banda de inulina observado em cromatoplacas de silica gel
apoOs cromatografia em camada delgada.

Cromatoplaca Amostra Fator de retencio
Inulina comercial 0,591
MAC 0,621
1 SOX 0,597
MAG 0,576
ULT 0,606
Inulina comercial 0,636
PLE 1 0,636
PLE 2 0,607
2 PLE 3 0,607
PLE 4 0,625
PLE 5 0,631
PLE 6 0,631
Inulina comercial 0,627
PLE 7 0,626
PLE 8 0,621
3 PLE 9* 0,626
PLE 10* 0,621
PLE 11%* 0,621
PLE 12* 0,621

MAC = Macergdo, SOX = Soxhlet, MAG = Agotagdo Magnética, ULT = Extragdo Assistida por
Ultrassom, PLE 9, PLE 10, PLE 11 e PLE 12 sdo repeti¢des do ponto central.
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4 Conclusao

Considerando o rapido tempo de extragao e o emprego de baixas temperaturas de
processo, a obtencao de extrato de folha de alcachofra via PLE ¢ bastante promissora. Embora
os extratos obtidos por SOX tenham apresentado maior rendimento, o tempo de extragdo e o
emprego de temperatura elevada neste processo sdo desfavordveis em relagdo ao PLE. As
extracdes realizadas em temperatura ambiente, potencializadas por agitacdo magnética e
ultrassom, apresentaram baixos rendimentos. No entanto, o extrato obtido por maceracao
apresentou rendimentos semelhantes aos obtidos por PLE, embora o tempo de extra¢do tenha
sido de 7 dias no MAC e apenas alguns minutos no PLE. O teor de compostos fendlicos nos
extratos obtidos por PLE e sua atividade antioxidante foram maiores. Como nao ha interesse
em trabalhar em condi¢des de alta temperatura, os presentes dados mostraram que, dentre
todas as condi¢des de extragdo testadas no PLE, a que manteve o maior TCF e AA foi o §°
ensaio do delineamento experimental 2*! Neste ensaio, a extrago foi realizada a 60 °C, com
volume de enxague de 80 % do volume do extrator, volume total de 200 mL, com cinco ciclos
de 10 min, ou seja, menos de 1 h de extracdo. Esperava-se que o teor de inulina nos extratos
obtidos por PLE nao diferisse dos demais. No entanto, foi menor, necessitando de mais
estudos utilizando outras faixas de varidveis independentes e outros solventes para obter
extratos com maior teor de inulina. Inicialmente, pode-se inferir que a faixa de temperatura
utilizada no PLE, juntamente com a pressao aplicada nesta técnica, pode ter modificado
alguma propriedade, seja do solvente ou da interagdo entre a inulina e a matriz vegetal,
fazendo com que a afinidade entre o solvente e este prebiodtico fosse reduzido.

Por outro lado, o PLE ¢ uma técnica ecologicamente amigavel, pois utiliza menor
volume de solvente e temperaturas mais baixas quando comparado a SOX. Além disso,

proporcionou maiores niveis de TCF e AA.
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CAPITULO 3 Caracterizacio de
microparticulas lipidicas e
comportamento de cera de
abelha e oleo de abacate em
dioxido de carbono
supercritico em temperaturas
moderadas




Resumo

Esta pesquisa teve como objetivo estudar o comportamento de misturas lipidicas de cera de
abelha e 6leo de abacate no processamento com CO; supercritico bem como a formacao de
particulas de solugdes saturadas com sés (Particles from Gas-Saturated Solutions - PGSS) de
cera de abelha carregadas com oOleo de abacate. Para avaliar o comportamento da mistura
lipidica sob alta pressao, foram realizadas medi¢des da temperatura de fusao (Ty), temperatura
de solidificagdo (Ts), expansdo volumétrica (Ey), inchago das misturas lipidicas por absor¢ao
de CO, e solubilidade dessas misturas lipidicas em CO; supercritico a pressoes fixas. O Tre o
Ts das misturas de lipidios diminuiram progressivamente com o aumento da pressdo, sendo
possivel observar os menores valores para pressao proxima a 150 bar e com pressoes
superiores observou-se aumento desses parametros. A expansdo volumétrica, inchago por
absor¢dao de CO; e solubilidade da mistura em CO, supercritico aumentaram com o aumento
da pressdo. O processo de PGSS consistiu no contato da mistura binaria (1:1) dos lipidios com
CO; supercritico em uma autoclave com pressodes variando entre 150 e 300 bar a 60 °C com
agitacdo mecancia a 1250 rpm por 1 h, seguida de expansao da solugao (lipidios + CO,)
através de um bocal de 203,2 um. As microparticulas apresentaram morfologia semelhantes a
esponja com tamanhos variando entre 162-180 um. A cristalinidade e a estrutura fisica interna
das particulas sugeriram incorporagao uniforme do 6leo de abacate na rede cristalina da cera
de abelha. Com base nos resultados, a formagdo destas particulas pode ser viavel com CO,
supercritico a uma temperatura de 60 °C e pressdes entre 150 e 300 bar. A temperatura

moderada do processo poderia permitir sua aplicagdo com compostos bioativos termolabeis.

Palavras-chave: CO, supercritico, PGSS, particulas lipidicas solidas, solubilidade, ponto de

fusdo, expansao volumétrica.
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1 Introducao

O consumo de compostos bioativos ¢ considerado muito importante nas facetas da
assisténcia a saude; entretanto, a maioria dos compostos bioativos isolados de fontes naturais
sdo facilmente degradaveis (Santos, Ribeiro, Santana, 2019; Katouzian et al., 2017). A
formacao de particulas ¢ utilizada como estratégia para estabilizar e facilitar a incorporacgao de
compostos bioativos em alimentos (Santos, Ribeiro, Santana, 2019), cosméticos (Jose, Netto,
2019) e produtos farmacéuticos (Ganesan et al., 2018). A formagao de particulas ¢ alcangada
utilizando diferentes tecnologias e materiais carreadores dependendo do tipo de composto
bioativo e aplicacdo desejavel (Katouzian et al., 2017; Por—devi'c et al., 2015). Particulas
lipidicas soélidas sdo sistemas transportadores promissores para compostos bioativos
lipofilicos devido a sua alta compatibilidade com os lipideos solidos usados como material
transportador (Santos, Ribeiro, Santana, 2019). Essas particulas sdo necessarias para o
desenvolvimento de produtos cosméticos, alimenticios e farmacéuticos inovadores (Panigrahi
et al., 2019); portanto, € necessario superar suas desvantagens potenciais, como capacidade de
carga insuficiente e transigdes polimdrficas durante o armazenamento que levam a expulsao
do composto bioativo (Poovi et al., 2019).

Uma estratégia para evitar as desvantagens das particulas lipidicas solidas ¢ o uso de
misturas lipidicas s6lido-liquido como material carreador para alterar a rede cristalina (Santos,
Ribeiro, Santana, 2019). Para esse proposito, a cera de abelha (um lipidio s6lido), que ¢ um
material a base de lipidios complexos, usado como um material carreador na formagao de
particulas, pode ser misturada com 6leos comestiveis (lipidios liquidos). Alguns desses Oleos
comestiveis sdo ricos em compostos bioativos que podem melhorar a bioatividade das
particulas formadas. Por exemplo, o 6leo de abacate ¢ usado na industria de cosméticos
devido ao seu poder antiinflamatorio e de hidratagdao da pele (Tan, 2019; Rydlewski et al.,
2020).

Existem diferentes tecnologias para formar particulas lipidicas soélidas, como
homogeneizacdo em alta pressdo, evaporacdo da emulsificagdo do solvente, coacervagao,
resfriamento por microemulsdo, ultrassonificacdo, entre outras (Ganesan, Narayanasamy,
2017).

A tecnologia supercritica apresenta como vantagens a operacdo em temperatura
moderada e a utilizagdo do CO, como solvente “verde”, ambientalmente amigavel, pois pode

ser recuperado em sua totalidade ndo deixando residuos nas particulas, além de operar em
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temperaturas moderadas, em atmosfera livre de oxigénio e de permitir o controle das
caracteristicas das particulas, como morfologia e tamanho (Knez et al., 2019, Matos et al.,
2019). Esta tecnologia envolve algumas técnicas como precipitagdo de gas antissolvente
(GAS), particulas de solugdo saturada de gas (PGSS) e expansdo rapida de solucao
supercritica (RESS) (Spilimbergo et al., 2006). A técnica GAS foi o método pioneiro de
utilizagdo de fluido supercritico como antisolvente, nesta técnica, o soluto deve ter alta
solubilidade em um solvente organico e ser insolivel ou pouco solivel no antissolvente, € o
solvente organico precisa ter uma afinidade maior com o antissolvente do que com o soluto.
Desta forma, quando a solucdo entra em contato com o antissolvente, a solubilidade do soluto
no solvente ¢ drasticamente reduzida resultando na precipitagio do soluto na forma
particulada (dos Santos et al., 2022). PGSS ¢ usado para materiais com temperaturas de fusao
relativamente baixas, como polimeros e lipidios. Esta técnica consiste na saturacdo do
material de interesse com CO; supercritico, seguida por expansao através de um bico aspersor
(Akbari et al., 2020; Miiniiklii, Jansens, 2007). No processo RESS, o CO; supercritico ¢ usado
como meio de extrair o material alvo em alta pressao; posteriormente, a solu¢ao supercritica €
despressurizada para atingir alta supersaturacao para a geragao de particulas finas (Yang et al.,
2020). A tecnologia com fluido supercritico apresenta varias vantagens, por exemplo, ao usar
RESS e PGSS, existe a possibilidade de impregnar as particulas sem o uso de dgua ou
solventes organicos, além do potencial para aplicagdo de uma ampla gama de produtos devido
a variacao da densidade do fluido supercritico em fun¢do da pressao. Além disso, a separagao
e recuperacdo de solvente podem ser realizadas em uma unica etapa de despressurizagdo
(Akbari et al., 2020).

O processo de formagdo de particulas requer o conhecimento do comportamento do
material carreador no CO,; supercritico para definir os parametros do processo e para verificar
sua viabilidade economica e pratica (Spilimbergo et al., 2006). Consequentemente, as
medi¢des da temperatura de fusdo (Ty) e da temperatura de solidificagdo (Ts) da mistura de
lipidios em pressdes fixas sdo necessarias na definicdo da temperatura do processo que ¢ um
parametro importante, pois deve ser alta o suficiente para manter a mistura de lipidios no
estado liquido durante o processamento, mas baixa o suficiente para permitir o uso de
compostos bioativos termolabeis (Ciftci e Temelli, 2014). Além disso, as medi¢des de
expansao volumétrica, inchago das misturas de lipidios por absor¢ao de CO, e solubilidade de
misturas de lipidios em CO, supercritico na temperatura do processo sao importantes para

explicar as caracteristicas das particulas, como morfologia e tamanho, quando formadas em
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diferentes pressoes. Existem estudos comportamentais em CO, supercritico para muitos
lipidios s6lidos e liquidos. No entanto, ndo h4 dados experimentais disponiveis na literatura
sobre a mistura de cera de abelha com 6leo de abacate.

As ceras sao ésteres formados a partir de dcidos graxos superiores € de alcoois graxos
superiores, ambos de alto peso molecular, o que justifica o alto ponto de fusdo desses
materiais, bem como o fato de ndo digerirmos (Sarkisyan et al., 2021). A cera de abelha ja foi
estudada na formacgao de particulas so6lidas de lipidios carregadas com mentol por PGSS (Zhu
et al., 2010) e vitamina E por fusdo da solidificagdo da emulsdo quando misturada com
triglicerideos de cadeia média (Souza et al., 2020).

O Oleo de abacate ¢ um O6leo comestivel de alto valor comercial cuja composigdo
sugere beneficios a saude humana (Cicero et al., 2018) pois ¢ rico em &cidos graxos
insaturados, vitaminas lipossolaveis tais como as vitavinas E, B, C e pro-vitamina A e possuir
constituintes minerais como fosforo, magnésio e potassio (Bruno, Almeida, 2021).

Assim, nesta investigacdo foi realizado um estudo que abrangeu a medi¢do de Ty, Ts,
expansao volumétrica, inchaco por absor¢ao de CO, e solubilidade de misturas lipidicas de
cera de abelha com 6leo de abacate em CO; supercritico em pressdes fixas, bem como a
formacao de particulas lipidicas solidas carregadas com 6leo de abacate a partir de cera de

abelha usando o processo PGSS em diferentes pressoes.

2 Material e Métodos
2.1 Material

A cera de abelha utilizada neste trabalho como material lipidico solido foi adiquirida
de uma fazenda localizada no municipio de Pirassununga, Centro-Leste do estado de Sao
Paulo a uma latitude 21°59'46" Sul e a uma longitude 47°25'36" Oeste, estando a uma altitude
de 625 metros (CIDADE-BRASIL, 2022). Como lipidio liquido utilizou-se 6leo de abacate
comercial extraido a frio (Hass, Bauru, Brasil). Didéxido de carbono foi utilizado como fluido
supercritico (99%; Linde, Sertdozinho, BR). Misturas lipidicas (1:1 m/m) de cera de abelha e
6leo de abacate foram preparadas a 90 °C por mistura manual antes de serem colocadas na

autoclave do equipamento.
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2.2 Comportamento lipidico em CO; supercritico observado no monitor de fase

Um equipamento SFC/RESS (Thar Instruments Co./Waters, Pittsburgh, EUA) (Figura
1A) foi adaptado para ser utilizado como monitor de fase para medicao das propriedades dos
lipidios em CO, supercritico, como Ty, T, expansdo volumétrica (E,) e inchago por absor¢ao
de COa,.

Figura 1. Esquema dos sistemas envolvendo fluido supercritico utilizados neste trabalho.

1
N/

Legenda:
Figura 1A: (1) cilindro de CO,, (2) banho de resfriamento, (3) bomba de alta pressdo, (4) trocador de

calor, (5) computador equipado com Thar SFCsoftware, (6) regulador de contrapressdo automatizado
(ABPR), (7) autoclave, (8) termdémetro, (9) célula de despressurizagdo.
Figura 1B: (1) cilindro de CO,, (2) banho refrigerado, (3) tanque de resfriamento de CO,, (4) bomba
de alta pressao, (5) dois manometros do tipo Bourdon, (6) valvulas de agulha, (7) tanque pulmao, (8)
célula de equilibrio, (9) coletor de volume conhecido, (10) frasco coletor de vidro, (11) frasco de
solvente, (12) bomba helicoidal, (13) banho de agua com temperatura controlada.

Fonte: Bittencourt, G. M.; Aredo, V; De Oliveira, A.. Behavior of beeswax and edible oils
mixtures in supercritical carbon dioxide at moderate temperature. Authorea Preprints, 2021.

Nestes experimentos, uma escala de altura foi colocada dentro do vaso de alta pressao
para medir o aumento do nivel da amostra devido a expansdo com CO, pressurizado. A

amostra foi derretida a 90 °C para eliminar a memdria de cristal, e cerca de 0,2 g de cada
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amostra foi colocada em um tubo de vidro transparente (0,3 cm de didmetro e 4,0 cm de
altura) fixado no interior da autoclave de alta pressao (5,5 cm de diametro e 5,8 cm de altura)
com fita adesiva e proximo ao visor de safira em posi¢do que permitisse sua observagdo por

meio de uma camera através do visor de safira conforme pode ser observado na Figura 2.

Figura 2. Monitor de fase criado no Laboratorio de Tecnologia de Alta Pressdo e Produtos
Naturais (LTAPPN/FZEA/USP) por meio de fixacao de uma escala e de um tubo de vidro no
interior da autoclave SFC/RESS, Thar Instruments Co./Waters, Pittsburgh, EUA préximo ao
visor de safira.

2.2.1 Temperaturas de fusdo e solidificacdo em CO, supercritico

Primeiro, a célula foi aquecida até que toda a amostra fosse fundida a pressdo
atmosférica. Para a identifica¢ao de T, a célula foi resfriada lentamente (cerca de 0,5 °C/min)
até que o primeiro cristal de solidificagdo da amostra fosse observado visualmente. Apds a
identificacdo de T, a amostra foi resfriada por mais 3 °C abaixo de Ts, aguardo-se 10 minutos
para o equilibrio e entdo a célula foi aquecida lentamente (cerca de 0,5 °C/min) até que o
primeiro brilho fosse visualmente observado, esta temperatura foi identificada como Ty. Este
processo foi repetido para todas as pressdes estudadas que variaram de 0 bar a 300 bar tanto
para a cera de abelha quanto para a mistura de cera de abelha com 6leo de abacate. Os Ty e T
foram usados para definir a temperatura de processo para a formacao de particulas. Assim, a
expansao volumétrica, o inchamento e a solubilidade de lipidios em CO, supercritico foram

determinados e realizados a essa temperatura.
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2.2.2  Expansdo volumétrica em CO, supercritico

A escala colocada dentro da célula de alta pressao foi calibrada adicionando diferentes
volumes de dgua destilada no tubo de vidro em condi¢des ambientais.

O volume da amostra de lipidios em CO, supercritico foi medido em pressdes que
variaram de 150 a 300 bar ap6s 10 min em cada pressdo para observar claramente a interface
lipidio-CO;. Os testes preliminares foram realizados medindo o volume da amostra 10, 20, 30
min e 1h apds o sistema ter atingido a pressao necessaria e verificou-se que apos 10 min
nenhum aumento de volume ocorreu, portanto este foi o tempo adotado para todos os ensaios.
A expansdo volumétrica foi expressa como o aumento percentual do volume em relagdo ao
volume inicial a pressdo atmosférica. No caso de amostras solidas a pressao atmosférica (cera
de abelha e mistura binaria de cera de abelha e dleo de abacate), o volume inicial foi
registrado como o volume observado em temperatura ligeiramente acima de seu T¢ e & pressao
atmosférica. Em seguida, a célula foi pressurizada gradativamente a 150 bar e resfriada até
atingir a temperatura de processo, mantendo a amostra no estado liquido para permitir a
primeira medicao e depois a pressdo foi aumentada gradativamente até as demais pressdes
estudadas. Estudo baseado na metodologia descrita por Ciftci e Temelli (2014), todas as

medic¢des foram feitas em duplicata.

2.2.3 Intumescimento por absorc¢do de CO,

A absor¢cdo de CO, supercritico em lipidios (g de CO,/kg de lipidio) produziu
intumescimento, que foi calculado a partir de dados de expansdo volumétrica. A variacdo do
volume do material lipidico a uma pressdo fixa foi considerada como o volume
correspondente @ massa de CO, dissolvida na massa conhecida do material lipidico. A
densidade de CO, em cada pressao foi usada para calcular a massa de CO, a partir da variagao
do volume. Durante a observacdo experimental, ndo foi observada a separa¢do de fases da

mistura lipidica.
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2.2.4 Solubilidade em CO, supercritico

A solubilidade estatica da mistura lipidica binéria de cera e 6leo de abacate em CO,
supercritico (g/kg de CO;) foi determinada com base na metodologia descrita por Cornelio-
Santiago et al. (2017). A Figura 1B contém o esquema do equipamento utilizado. O
experimento consistiu inicialmente no contato entre 5 g da amostra dispersa em pérolas de
vidro de 4 mm de didmetro (quantidade suficiente para preencher completamente a célula de
equilibrio) e CO, supercritico sob condi¢gdes fixas de pressdo (150, 200 ou 250 bar) e
temperatura (60 °C ¢ 70 °C) em uma célula de equilibrio (300 cm®) empacotada conforme
Figura 3. Apds um tempo de contato fixo (I, 2 ou 3 horas), uma amostra da mistura,
constituida por lipidios solubilizados em CO; supercritico, foi transferida para um coletor de
alta pressdao de volume conhecido (8,58 cm’).

Para isso, as valvulas de entrada de CO, para a célula de equilibrio ¢ a saida de
solucao da célula de equilibrio para o coletor de alta pressao foram abertas simultaneamente
para manter a pressdao constante dentro da célula de equilibrio, pois uma variagdo na pressao
poderia desestabilizar a solugao.

A amostra da solucao contida no coletor de alta pressdo foi despressurizada em um
frasco de coleta. Apds a despressurizagdo, o coletor de alta pressdo e a linha de
despressurizacao foram lavados com etanol pressurizado (cerca de 75 mL) para retirada de
possiveis materiais remanescentes e, em seguida, foi seco por fluxo de CO, de outro cilindro,
todo o etanol utilizado nesta limpeza também foi coletado no frasco de coleta. Finalmente, a
mistura de material lipidico e etanol foi colocada em estufa a 70 °C para evaporagdo completa
do etanol até que um peso constante fosse alcancado e a massa de lipideo solubilizado por

CO; pudesse ser medida.

Figura 3. Empacotamento do leito fixo de extracdo para os ensaios de solubilidade

o e
\‘\‘:

"/ Entrada CO,

Fonte: Bittencourt, G. M. Avaliacdo da atividade antioxidante e antimicrobiana de extratos de araga
(Psidium Grandifolium Mart. Ex DC.) obtidos por liquido pressurizado (PLE) e por fluido supercritico
(SFE). 2018. 116 p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Zootecnia ¢ Engenharia de Alimentos,
Universidade de Sao Paulo, Pirassununga, 2018.

Pérolas de vidro de 4 mm Amostra
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O controle da temperatura da célula de equilibrio e do coletor de alta pressdo de
volume conhecido foi realizado por imersdo em banho termostatico (Suprilab, Campinas,
Brasil) e o controle da pressdao por bomba de alta pressao (Eldex AA100S, Napa, CA, EUA).
Todos os experimentos foram feitos em duplicata. Os valores da densidade do CO, sob
diferentes condig¢des de temperatura e pressao foram calculados usando a equagdo empirica de

Huang et al. (1985). As médias foram comparadas pelo teste de Tukey.

2.3 Perfil de acidos graxos

Determinou-se o perfil de acidos graxos da cera de abelha e do 6leo de abacate. O 6leo
de abacate foi preparado na forma de ésteres metilicos de &cidos graxos de acordo com o
método 969.33 AOAC (AOAC, 2005) e posteriormente analisados por cromatografia gasosa
(GC) para determinacao do perfil de acidos graxos. A cera de abelha foi preparada por
diluicao em cloroféormio seguida de intensa agitacdo mecanica até a dissolugao total, seguindo
a metodologia descrita por Svecnjak et al. (2019).

A andlise por GC foi realizada em cromatdgrafo gasoso acoplado a espectrometro de
massas (GC/MS) (QP 2010 Plus, Shimadzu, Japao) com injetor automatico (AOC-5000,
SWI). Foi usada uma coluna capilar de poli(biscianopropil siloxano) de fase ndo ligada (100
m x 0,25 mm x 0,2 um) (Supelco SPTM2560, Bellefonte, EUA). A temperatura de injecao foi
de 250 °C, e a temperatura da coluna variou de 100 °C a 195 °C com uma rampa de
temperatura de 5 °C/min e de 195 °C a 250 °C com uma rampa de temperatura de 2 °C/min .
A temperatura da interface e da fonte de ions foi 250 °C, com um tempo de corte do solvente
de 10 min. O volume injetado foi de 1 pL. com uma taxa de divisdo de 12,5; hélio foi usado
como gas de arraste. Os espectros de massa foram obtidos por impacto de elétrons usando
energia de ionizacao de 70 eV como analisador quadrupolo de 40 e 350 m/z. Os ésteres
metilicos de acidos graxos foram identificados por comparagdo com espectros de massa
usando GC/MS solutions v. 2.5 software, que tem como banco de dados as bibliotecas NIST
11 e NIST 11 s.

2.4 Atividade de eliminacio de radicais ABTS

A resisténcia a oxida¢@o do 6leo de abacate foi determinada pelo método de captura do

radical livre ABTS, na qual a partir da solugdo padrdo de Trolox (Aldrich Chemestry,
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Steinheim, GE) (2.000 M) foram preparadas solucdes variando a concentracdo de 100 mg/L a
2000 mg/L com etanol (99.5%, Exodo Cientifica, Sumaré, Brasil) a partir das quais construiu-
se uma curva padrdo de trolox com as leituras realizadas em espectrofotometro (Genesys 10s
UV-Vis, Thermo Scientific, Massachusetts, EUA), no comprimento de onda de 734 nm.
Cinco diferentes dilui¢des em etanol foram preparadas em triplicata para o 6leo de
abacate (1.000, 5.000, 10.000, 50.000 e 100.000 mg/L). Em ambiente escuro, uma aliquota de
30 uL de cada diluicao foi transferida para tubos de ensaio contendo 3,0 mL de radical ABTS
(acido 2,2'-azino-bis3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (Sigma Life Science, Steinheim, GE),
que foram homogeneizados em um agitador de tubos. As leituras (734 nm) foram realizadas
apds 6 min de mistura, e o dalcool etilico foi usado como branco para calibrar o

espectrofotometro (Rufino et al., 2007).

2.5 Formacio de particulas

Uma propor¢ao de 1:1 (m/m) de lipidio s6lido (cera de abelha): lipidio liquido (6leo de
abacate) foi usada para a formagdo de particulas com base nas proporgdes estudadas por
Attama et al. (2006), o processo de formagdo das particulas foi realizado em equipamento
SFC/RESS (Thar Instruments Co., Ltd., Pittsburgh, PA, EUA), com controle informatizado de
pressdo e temperatura, o que permite um controle confidvel dos parametros do processo
(Figura 1A).

O processo de formagdo de particulas consistiu em duas etapas sendo a primeira a
adicao de 4 g de cera de abelha e 4 g de 6leo de abacate na autoclave do equipamento (133,5
cm’) para contato com CO, supercritico a uma temperatura de 60 °C e pressdes de 150, 200,
250 ou 300 bar por 1 h de agitagdo a 1250 rpm, seguido pela segunda etapa que consistiu na
expansao da solucao (lipidios + CO;) através de um bocal de 203,2 um dentro de uma camara
de despressurizagdo. As particulas foram armazenadas sob refrigeracao (4 °C) em placas de
Petri envoltas por papel aluminio e filme de PVC. As condigdes experimentais foram
baseadas naquelas comumente utilizadas na formagdo de particulas solidas de lipidios por
tecnologia supercritica ¢ nos dados obtidos no estudo do comportamento dos lipidios
utilizados (Couto, Alvarez e Temelli, 2017; Ciftci e Temelli, 2016; Yang e Ciftci, 2016). Este
estudo buscou investigar o efeito das diferentes pressdes de CO, nas propriedades das

particulas.
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2.6 Caracterizacao de Particulas

2.6.1 Morfologia

Um microscopio eletronico de varredura (TM 3000, Hitachi, Tokyo, JP) do
Laboratorio de Tecnologia de Alimentos (LTA) da FZEA/USP foi usado para analisar a
morfologia das particulas. Para isso, uma fina camada das particulas foi gentilmente disposta
sobre uma fita dupla face de carbono (Ted Pella, EUA) fixada em um porta-amostras de
aluminio. As imagens foram capturadas com aceleragao de tensdao de 5 kV a uma corrente de

1.750 mA (Pelissari et al., 2016).

2.6.2 Distribuicao de tamanho e densidade aparente

A distribui¢cdo do tamanho das particulas foi determinada por equipamento de difracao
a laser (Sald-201 V, Shimadzu, Tokyo, Japao) do Laboratorio de Tecnologia de Biopolimeros
(BIOPOLITEC) da FZEA/USP. As particulas foram suspensas manual e suavemente em
solugdo 1:1 (vol/vol) de agua e etanol (99.5%, Exodo Cientifica, Sumaré, Brasil) a
temperatura ambiente. As suspensdes de particulas foram colocadas em cubetas de quartzo
para medi¢des em niveis de absorbancia variando de 0,1 a 0,2 (Villegas et al., 2020); as
medidas foram realizadas em triplicata imediatamente apods a dispersdo na solugdo de agua e
etanol. Esse meio de dispersdo foi escolhido, apds testes preliminares, pois estas particulas
sdao insoluveis em d4gua, parcialmente solubilizadas em etanol anidro e suspensas
uniformemente na solugdo 1:1, caracteristica buscada para a técnica de difracao a laser
(Villegas et al., 2020). A funcdo Rosin-Rammler foi usada para a andlise da distribui¢do do
tamanho das particulas e calculos dos percentis 10 (D), 50 (Dso) € 90 (Dyo). Para ajuste dos
parametros da funcao de Rosin-Rammler utilizou-se Solver. Além disso, o diametro médio de
De Brouckere (D [4,3]) foi calculado. A densidade aparente (mg/mL) foi determinada
pesando a massa de particulas que podem preencher um volume de 20 mL em um tubo de

ensaio. Essas medi¢des foram feitas em quadruplicata.
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2.6.3 Polimorfismo

O polimorfismo foi estudado em difractogramas usando uma difracdo de raios-X
(Miniflex 600, Rigaku, Japao) do Laboratorio Multiusuario de Caracterizagdo de Materiais
(MultMat) da FZEA/USP. Os difractogramas foram obtidos a temperatura ambiente (25 °C)
usando radiacdo de cobre k a (A = 1,5405 A), tensdo de 40 kV, corrente de 30 mA e

velocidade angular de 0,05 °/s em angulos que variam de 3 a 50° (Pelissari et al., 2016).

2.6.4 Propriedades térmicas

Os picos térmicos foram investigados com termogramas obtidos por um calorimetro
diferencial de varredura (DSC-TA 2010, Thermal Analysis Instruments, New Castle, EUA)
do Laboratério de Tecnologia de Alimentos (LTA) da FZEA/USP. O procedimento foi
baseado em Machado et al. (2016), no qual uma quantidade conhecida de amostra foi pesada,
embalada em cadinhos selados e aquecida a 5 °C/min entre -100 °C e 150 °C em uma

atmosfera inerte de nitrogénio (45 mL N,/min).

2.6.5 Estrutura quimica

O estudo da estrutura quimica foi realizado em um espectrometro de infravermelho
com transformada de Fourier (Spectrum One, PerkinElmer, Norwalk, CO, EUA) do LTA da
FZEA/USP. As amostras foram adicionadas diretamente ao equipamento em um Acessorio de

Amostragem Universal ATR para realizar 40 varreduras com resolugdo de 4 cm ' na faixa

espectral de 4000—650 cm .

2.7 Analise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas com o software Statistica® (versao 12.0,
StatSoft, EUA). Analise de variancia (ANOVA) foi realizada para determinar se a pressao de
CO; influencia nos parametros estudados, teste de Tukey (p <0,05) foi usado para a
comparacao multipla de médias. O coeficiente de correlacdo de Pearson (r) e o valor de p

foram usados para avaliar a correlacdo entre a pressdo utilizada e a solubilidades da amostra
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no CO,, temperaturas de fusdo e solidificacdo, expansdo volumétrica da mistura lipidica e
tamanho e a densidade aparente das particulas. O valor de p foi obtido pela ANOVA. O
coeficiente de correlacdo de Pearson, que pode ser calculado pela Equagao A, ¢ uma medida
de associacao linear entre duas varidveis quantitativas que varia de -1 a 1, indicando
correlacdo positiva ou negativa a depender do sinal de r e também correlagdo forte ou fraca
entre os parametros analisados, quanto mais perto de 1 (independente do sinal) maior ¢ o grau

de dependéncia estatistica linear entre as variaveis (Figueiredo Filho, Silva Junior, 2009).

r= Ly () () ®

Em que: n € o nimero de observagdes feitas para estimar essa correlagdo; x; € y; sdo 0s
valor de x ey, respectivamente, para a observacdo i (i varia de 1 até n); X e Y representam a
média de x e y, respectivamente; Sy e Sy, indicam o valor do desvio padrdo de x e vy,

respectivamente.

3 Resultado e Discussao

Antes de iniciar o estudo de formacdo de particulas propriamente dito, realizaram-se
testes de dilui¢cdes (mistura fisica) de 6leo em cera de abelha. Neste estudo preliminar
utilizou-se 6leo de soja comercial ao invés do oleo de abacate devido ao seu baixo custo.
Nestes ensaios foram utilizados 1 g de cera de abelha derretida a 90 °C por 5 min, adicionada
de Oleo (variando de 1g a 12g), a mistura fora derretida novamente a 90 °C por
aproximadamente 3 min e agitada em vortex por 1 min e deixada resfriar em repouso em
temperatura ambiente. O objetivo deste estudo foi conhecer qual diluicdo minimizaria o uso
da cera de abelha e daria origem a uma mistura s6lida (ndo pastosa), no entanto, todas as
dilui¢des ficaram com consisténcias muito parecidas.

Com base no estudo anterior decidiu-se realizar um primeiro teste de formagdo de
particulas utilizando a propor¢do de 2 partes de 6leo de abacate para 1 parte de cera de abelha
e caso fosse possivel formar particulas e as particulas ficassem sélidas como esperado, a
propor¢ao de 6leo na mistura seria aumentada. Neste teste preliminar formou-se particulas, no
entanto, as particulas formadas ndo eram estaveis € em pouco tempo aglomeraram-se.

Realizou-se entdo teste de formacao de particulas utilizando a propor¢ao de 1:1 de 6leo e cera
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de abelha e obtiveram-se particulas mais estaveis, sendo esta a propor¢ao escolhida para o
andamento da pesquisa.

Definida a propor¢do dos materiais, objetivou-se utilizar as menores temperaturas e
pressdes possiveis a fim de se estabelecer um processo mais ambientalmente amigavel pelo
menor consumo de energia e também, principalmente, para manter as propriedades funcionais
dos compostos utilizados. Para isso realizou-se o estudo do comportamento lipidico em CO,

supercritico.

3.1 Comportamento lipidico em CO, supercritico observado no monitor de fase

3.1.1 Temperaturas de fusdo e solidificacdo em CO, supercritico

Os dados de Tr e T para cera de abelha e sua mistura com 6leo de abacate foram
divididos em duas regides as quais foram denominadas regido 1 e regido 2 (Figura 4). Na
regido 1, ambas as temperaturas diminuiram com o aumento da pressdo, enquanto na regiao 2
as temperaturas de fusdo e solidificagdo aumentaram com o aumento da pressao. Na transi¢ao
entre as duas regides (a 150 bar) cada amostra apresentou um comportamento diferente. Para
a cera de abelha, Ty aumentou, mas o T continuou a diminuir e para a mistura cera de abelha-

0leo de abacate, ambos aumentaram.

Figura 4. Temperatura de fusdo (Ty) e temperatura de solidificagdo (Ts) da cera de abelha
(CA), mistura binaria de cera de abelha e 6leo de abacate (OA:CA) sob diferentes pressoes.
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De acordo com de Sousa et al. (2006), esse comportamento pode ser explicado por
dois fendmenos distintos: o aumento da temperatura de fusdo dos compostos devido ao
aumento da pressdo e a diminuicdo da temperatura de fusdo pela dissolucdo do CO; na

amostra.

Figura 5. Redugdo percental do ponto de fusdo (A) e reducdo percentual do ponto de
solidificacdo (B) da cera de abelha (CA) e mistura binéria de cera de abelha e 6leo de abacate
(OA:CA) sob diferentes pressoes.
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As Ty e T, mensuradas para cada amostra foram usados para determinar a variagdo
percentual nos pontos de fusdo e solidificagdo, respectivamente, a uma dada pressdo em
comparag¢ao com a pressao atmosférica. A Figura 5A introduz a redu¢do percentual de Tr com
o aumento da pressdo. A reducdo da temperatura de fusdo da cera de abelha apresentou um
corportamento mais previsivel e modelavel quando comparado a mistura binaria com 6leo de
abacate, observa-se também que o percentual de reducdo de Ty para a mistura bindria ¢
superior a observada para a cera de abelha pura em todas as pressoes estudadas. Este
fenomeno pode indicar que a composicdo de acidos graxos das amostras tem um efeito
substancial na depressdo de Ty em CO, pressurizado porque a cera de abelha tem 4cidos
graxos de cadeia mais longa do que o dleo de abacate. Ciftci e Temelli (2014) observaram
uma maior depressdo de Ty para lipidios contendo acidos graxos de cadeia mais curta. Na
Figura 5B, que representa a depressao Ts, podemos observar que para pressdes de até 100 bar,
ambas amostras mostraram depressdo Ts semelhante; entretanto, para pressdes mais altas, a
depressdo T da mistura lipidica foi maior do que a observada para a cera de abelha pura, fato
que pode ser justificado pelo mesmo argumento usado para a depressao de Tr.

Com base na analise de Tr e T, infere-se que as misturas lipidicas estudadas podem
ser utilizadas como materiais de transporte para a formagdo de particulas com CO,
supercritico a uma temperatura de 60 °C e pressdes entre 150 e 300 bar. Essa temperatura de
processo pode garantir uma margem de seguranga para a manutencao da mistura lipidica no

estado liquido durante o periodo de contato com o CO; supercritico.

3.1.2 Expansdo volumétrica em CO, supercritico

O comportamento observado para a expansdao volumétrica (E,) dos lipidios em
resposta ao aumento da pressao variou para cada amostra, conforme mostrado na Figura 6. Na
tentativa de investigar a relacdo entre a expansdo volumétrica e a depressdo do ponto de
fusdo, o E, dos lipidios no CO, pressurizado foi estudado em pontos referentes a regido 2 da
curva de fusao (Figura 4) e em pressdes intermediarias para esses pontos. Normalmente, o
intumescimento resultante da absor¢cao de CO, na mistura de lipidios aumenta com a pressao
até um determinado nivel e, em seguida, atinge um platd (Jenab e Temelli, 2012); entretanto,
este fenomeno ndo foi observado neste estudo na faixa de pressdo utilizada. A menor E, foi
observada para cera de abelha, ¢ a maior E, para o 6leo de abacate, estando a mistura binaria

em uma regido intermedaria conforme esperado. No entanto o comportamento da mistura
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apresentou-se mais semelhante ao comportamento do OA do que ao da CA e, a 150 bar a

mistura de lipidios apresentou E, maior do quem ambos os lipidios isolados.

Figura 6. Expansao volumétrica a 60 °C de 6leo de abacate (OA), mistura binaria de cera de
abelha e 6leo de abacate (OA:CA) e cera de abelha (CA) sob diferentes pressdes, expressas
como porcentagem em relacao ao volume inicial.
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Comparando as Figuras 4 e 6, pode-se observar que para a regiao estudada ocorre um
aumento simultdneo da expansdo volumétrica e da temperatura de fusdo. Segundo Ciftci e
Temelli (2014), existe a possibilidade de um ligeiro aumento da Ty de gorduras e dleos
saturados com CO, para pressOes relativamente altas, o que ¢ atribuido aos efeitos
concomitantes do aumento da Tf devido a uma maior pressdo hidrostatica e diminui¢ao Ty
devido a dissolucao de CO,, sendo neste caso o efeito da pressdo superior ao efeito da

dissolugdo de dioxido de carbono.
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3.1.3 Intumescimento por absor¢do de CO,

O aumento de volume observado nos testes de expansdo volumétrica (Figura 7) deve-
se a dissolucdo do CO, nas misturas lipidicas estudadas; portanto, determinar o resultado do
intumescimento do CO, nos lipidios e na mistura de lipidios liquida pode ser util para
interpretar o comportamento da expansdo volumétrica do 6leo em equilibrio com o CO,

supercritico.

Figura 7. Intumescimento devido a absor¢do de dioxido de carbono (CO;) em cera de abelha
(CA), 6leo de abacate (OA) e mistura binaria de cera de abelha e 6leo de abacate (OA:CA)
sob diferentes pressdes, expressas em g CO,/Kg lipidio.
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Conforme mostrado na Figura 7, o intumescimento nos lipidios estudados aumentou
com o aumento da pressdo. Este fenomeno provavelmente ocorre por dois mecanismos. A
primeira € que com o aumento da pressdo a densidade do CO, aumenta, tornando-se mais
semelhante a densidade dos lipidios estudados; o segundo mecanismo ¢ que o aumento da
pressdo facilita a entrada do CO; no tubo contendo os lipidios para que haja regulacido da

pressdo interna e externa ao tubo.
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Estudo realizado por de Sousa et al (2006) com Precirol® ATOS3, Comprit01® 888 ATO
e Gelucire” 43-01 como carreadores de lipidios, também verificou que o intumescimento

decorrente da absor¢ao do CO; pelos lipidios varia com a mudanca de pressao.

3.1.4 Solubilidade de lipidios em CO, supercritico

A solubilidade da mistura lipidica estudada em CO, supercritico foi medida a 60 °C e
70 °C sob diferentes pressoes (150, 200 e 250 bar) e tempos de contato estatico (1, 2 e 3
horas). Os diferentes tempos foram usados para certificar que o equilibrio foi alcangado. Os
valores de solubilidade variaram de 1,84 + 0,27 g/kg de CO, a 6,51 £ 0,02 g/kg de CO,
quando se aplicou temperatura de 60 °C e de 1,00 £ 0,12 g/kg de CO;, a 5,95 + 0,41 g/kg de
CO; para temperatura de 70 °C (Tabela 1)..

Tabela 1. Solubilidade da mistura binaria de 6leo de abacate e cera de abelha em CO,
supercritico (g/Kg CO,) sob diferentes pressodes, temperatura e tempos de contato estatico.

Tempertaura  Pressdo  Densidade do Tempo
(°C) (bar) CO; (g/em’) 1h 2h 3h
150 0,61 1,95+0,19%%  245+0,26" 1,84 +0,27*"
60 200 0,73 2,83+0,12%"  484+0,23*% 6,51 +£0,02°¢
250 0,79 4,98 + 0,60 5,78 +0,37°* 579+0,11°"
150 0,51 1,00 +£0,23**  1,00+0,12**  1,35+0,23*"
70 200 0,66 2,60 0,20 2,80+0,05>8 318+0,41""
250 0,74 4,94 +0,50“"  5,64+0,37°" 595+041°"

Resultados expressos em média + desvio padrdo, com base em triplicatas.

Os parametros seguidos pelas mesmas letras minusculas na mesma coluna para cada temperatura e
letras maitsculas na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si no nivel de confianca de 95%
pelo teste de médias de Tukey.

A solubilidade das misturas lipidicas em CO, supercritico aumentou com o aumento
da pressdo para ambas as temperaturas e independentemente o tempo estatico, o que pode ser
facilmente visualizado na Figura 8. Estudos de McHugh e Krukonis (2013) mostram que o
poder solvente de um fluido supercritico esta relacionado a sua densidade, o que ¢ reforgcado
por Rad, Sabet e Varaminian (2019) quando afirmam que um aumento na pressdo leva a um
aumento na densidade e no poder de solvatagdo do CO, supercritico. Com base nisso,

podemos inferir que a solubilidade das misturas lipidicas no CO, supercritico provavelmente
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aumentou com o aumento da pressao, pois a densidade do fluido aumentou, tornando-se mais
semelhante a da mistura lipidica. Vale ressaltar que, de acordo com a literatura, a 20 °C, a
densidade 6leo de abacate ¢ de 0,91 g/cm® (Lopez-Vega et al., 2021) e da cera de abelha é de
0,96 g/em’ (Bernal et al., 2005). Sabe-se que esta densidade decai com o aumento da
temperatura. Na Figura 8 pode-se observar que em 150 bar a solubilidade da mistura em CO,
a 70 °C ¢ consideravelmente menor do que a 60 °C independemente do tempo de contato

estatico, isso provavelmente se deve a menor densidade do CO; a 70 °C.

Figura 8. Solubilidade da mistura bindria de cera de abelha e 6leo de abacate em CO,
supercritico sob diferentes condigdes.
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Esses resultados revelaram que a formagdo de particulas com CO, supercritico
utilizando a mistura lipidica estudada pode ser conduzida em um curto tempo de contato para
minimizar a degradacao de compostos bioativos termossensiveis, pois os dados indicam que o
equilibrio entre a mistura e o CO, supercritico pode ser alcangcado em apenas 1h e em
temperatura relativamente baixa (60 °C), o que torna essas misturas boas transportadoras de
particulas lipidicas so6lidas contendo compostos bioativos e fitoterdpicos. No entanto, deve-se
ressaltar que apesar de, na maior parte das condi¢des estudadas o tempo nao ter interferido
estatisticamente na solubilidade da mistura cera de abelha com o6leo de abacate, a condi¢ao
que empregou 60 °C e 200 bar foi afetada pelo tempo de contato estatico, sendo maior com o

aumento do tempo de contato entre o CO, supercritico e a mistura lipidica.
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3.2 Perfil de acidos graxos

Pode-se observar no cromatograma total de ions de acido graxo encontrado no o6leo de
abacate e na cera de abelha representado na Figura 9, que diversos picos apresentados pelas
amostras possuem tempos de reten¢do semelhantes, o que indica a presenca de acidos graxos
com grupos funcionais semelhantes. Os perfis qualitativos de acidos graxos dos lipidios

estudados sdo relatados na Tabela 2.

Figura 9. Cromatograma de ions totais para acidos graxos em Oleo de abacate e cera de
abelha.
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Oleo de abacate: (1) hexadecanoato de metila, (2) dcido cis-10-heptadecendico, éster metilico, (3)
margarato de metila, (4) elaidato de metila, (5) 11-octadecenoato de metila, (6) éster etilico de dcido
linoleico, (7) 11,14,17-eicosatrienoato de metilo.

Cera de abelha: (1) heptadecano, (2) palmitato de metila, (3) n-eicosano, (4) margarato de metila, (5)
2-octildecanol, (6) docosano, (7) nonadecanoato de metila, (8) n-tetracosano, (9) 1-Pentacosanol,
(10) Tetracosanoato de metilo, (11) n-Octacosano, (12) Heptacosanol, (13) Trifluoroacetato de
Heneicosilo, (14) Hexacosanoato de metilo.

Margarato de metila e Metil hexacosanoato foram os dois Unicos acidos graxos
identificados em ambos os lipidios estudados.
As diferengas no perfil de acidos graxos provavelmente influenciam os demais

resultados obtidos tal como a solubilidade da mistura de lipidios em CO, supercriticos ¢ a
120



solubilidade deste fluido nos lipidios, pois estas medidas sdo afetadas pelo perfil de acidos
graxos devido a diferenca de polaridade e densidade de cada 4cido graxo que afeta
diretamente as caracteristicas do lipidio como um todo. Além disso, a cera de abelha, que ¢
uma cera solida a temperatura ambiente, apresenta um perfil de acidos graxos mais complexo
do que o encontrado para o 6leo de abacate, apresentando apenas dois acidos graxos
semelhantes, o que provavelmente justifica seu comportamento diferente. Além de a cera
possuir acidos graxos com cadeias de carbonos maiores, os alcoois nos quais os acidos graxos

estao esterificados também costumam ter alto peso molecular.

Tabela 2. Acidos graxos presentes no 6leo de abacate e na cera de abelha, determinado por
analise de GC-MS.

. Peso , Tempo de
Acido graxo Amostra Formula molecular Nimero retencio
molecular CAS .
(g/mol) (min)
1-Pentacosanol CA Cy3Hy0 368,7 26040-98-2 37,43
2-Octyldecanol CA C,0H40 298.,5 5333-42-6 29,34
C‘j;ili'rlfgfjeeft‘:r)‘c OA Ci5H3,02 282.5 75190-82-8 26,23
Docosane CA CaHys 310,6 629-97-0 32,85
Eicosyl
pentaﬂuoropt}:)pionate CA CasHa 50 444.6 i 45,66
gl A caro, ame - 6@
Heptacosanol CA Cy7H560 396,7 2004-39-9 41,47
Heptadecane CA Ci7H36 240,5 629-78-7 23,12
Linoleic acid ethyl ester OA CyoH360, 308.5 544-35-4 31,14
Methyl 11,14,17- OA  CyHi0, 3205 55682887 3320
eicosatrienoate
Methyl 11-octadecenoate OA Ci19H360, 296,5 6198-58-9 29,56
Methyl elaidate OA C19H360, 296,5 1937-62-8 29,46
Methyl hexacosanoate OA, CA C17H340, 270,5 112-39-0 25,07
Methyl margarate OA, CA C3H360, 284,5 1731-92-6 28,22
Methyl nonadecanoate CA CyoH400, 312,5 1731-94-8 31,59
Methyl palmitate CA C17H340, 270,5 112-39-0 25,03
Methyl tetracosanoate CA Cy5H500, 382,7 2442-49-1 39,16
n-Eicosane CA CyoHa, 282.5 112-95-8 26,09
n-Octacosane CA CogHss 3948 630-02-4 40,89
n-Tetracosane CA CysHsg 3387 646-31-1 36,79
n-Triacontanol CA C3oHgO 438.,8 593-50-0 4548

CAS: Servigo de Resumo Quimico (em inglés: Chemical Abstract Service), OA: 6leo de abacate, CA:
cera de abelha.
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3.3 Atividade de eliminacio de radicais ABTS

Para o célculo da atividade de eliminacdo dos radicais ABTS (2,2 -azinobis(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico)) do 6leo de abacate construiu-se uma curva padrao de
trolox com cinco pontos que deu origem a equacdo da reta y = -0,0003x + 0,7089 com
coeficiente de regressdo de 0,99, em que x ¢ a absorbancia mensurada e y ¢ a atividade
antioxidante expressa em uM de trolox. Com absorbancias médias obtidas para cada diluicdo
do oleo, calculou-se o equivalente em trolox na captura dos radicais ABTS do 6leo de abacate

como sendo 74,38 uM trolox/g.

3.4 [Estudo das particulas formadas por PGSS

3.4.1 Caracteristicas macroscépicas e morfologia

A cera de abelha solida, apds purificagdo, apresenta uma aparéncia brilhante e
coloracdo marrom clara, caracteristicas que podem ser diferentes a depender da origem do
material pois estas podem ser influenciadas pelo ecossistema e pelo tipo de abelha que a
produz (Tulloch e Hoffman, 1972), o 6leo de abacate comercial utilizado (Hass, Bauru,
Brasil) apresenta coloragdo verde amarelada translucida, ja as particulas formadas com a
mistura binaria de cera de abelha e 6leo de abacate possuem aparéncia opaca com uma

coloracao amarelo claro (Figura 10).

Figura 10. Aparéncia fisica da cera de abelha soélida, do 6leo de abacate pura e das particulas
formadas pela mistura bindria de oleo de abacate de cera de abelha por PGSS com CO,
supercritico a 300 bar e 60°C.
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Ao serem observadas por microscopia eletronica de varredura (MEV), notou-se que as
particulas apresentavam aspecto semelhante ao de esponjas (Figura 11). As diferentes
pressdes de CO, empregadas ndo acarretaram em diferencas perceptiveis na morfologia das
particulas observadas por MEV. Resultado semelhante ao observado por Aredo e
colaboradores (2021) para particulas de cera de abelha carregadas com 6leo de castanha do

Brasil.

Figura 11. Microscopias eletronicas de varredura das particulas obtidas a partir da mistura
binaria de 6leo de abacate e cera de abelha por PGSS com CO, supercritico a 60°C e (A) 150
bar, (B) 200 bar, (C) 250 bar e (D) 300 bar.
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3.4.2 Distribuicdo de tamanho, densidade aparente e andlise de correlacio

A distribuicdo do tamanho das particulas (Figura 12) pode ser expressa com sucesso
pela fungcdo Rosin-Rammler (R? minimo = 99,75%) (Tabela 3); portanto, os parametros
Rosin-Rammler (n e Xg) e os descritores estimados (Djg, Dso € Dgo) foram confidveis para
comparar as distribui¢cdes de tamanho das particulas. A distribui¢do de tamanho das particulas
de cera de abelha carregadas com o6leo de abacate teve uma ampla distribuicdo e ndo
evidenciou diferengas importantes entre elas causadas pela variacdo da pressdo de CO;, no

Processo.

Figura 12. Distribuicdo do tamanho de particulas formadas pela mistura binaria de cera de
abelha e oleo de abacate em CO; supercritico a 60 °C sob diferentes pressoes.
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Tabela 3. Analise da distribui¢do de tamanho de particulas formadas pela mistura bindria de
cera de abelha e 6leo de abacate em CO; supercritico a 60 °C sob diferentes pressoes.

Pressao Parametro de Rosin- R’ Descritores Estimados D [4,3]

Rammler o
(bar) n Xem) ™ Do@m) Du@m)  Doqm) MM

150 2,5+0,1° 148+9* 9987 60+3° 128+7° 207 +£13° 178 £15°
200 28+0,4% 15811 99,8 70+10° 138+10" 215+18° 180 +15°
250 3,0£0,3° 146 4% 999" 69+4° 129 +2° 193 +9* 162 +8*
300 24+02° 141+£13* 99, 7% 55+3° 121+ 10*  199+22° 172 +12°

Resultados expressos em média + desvio padrao.
Os parametros seguidos pelas mesmas letras na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si no
nivel de confianca de 95% pelo teste de médias de Tukey.
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A densidade aparente das particulas de cera de abelha carregadas com 6leo de abacate
variou de 81 a 97 mg/mL (Tabela 4).

Com base na Tabela 4 pode-se observar que usando CO, supercritico (60 °C) a 300
bar, as particulas de cera de abelha carregadas com 6leo de abacate tiveram uma densidade
aparente aumentada quando comparadas aquelas formadas em pressdoes de CO, mais baixas,
diferindo estatisticamente. Comportamento inverso aquele observado por Aredo e
colaboradores (2021) para particulas de cera de abelha carregadas com 6leo de castanha do
Brasil. Portanto, a pressdo de CO; e o 6leo comestivel empregado devem ser levados em

consideracdo para o projeto de particulas com densidade aparente reduzida.

Tabela 4. Analise da distribuicdo de tamanho de particulas formadas pela mistura bindria de
cera de abelha e 60leo de abacate em CO,; supercritico a 60 °C sob diferentes pressdes.

Pressao (bar) Densidade aparente (mg/mL)
150 78,56 £ 4,07 *
200 83,28 £5,51°
250 76,05 +4,80°
300 95,57 +3,61°

Resultados dos valores mensurados expressos em média + desvio padrao.
Os parametros seguidos pelas mesmas letras na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si no
nivel de confianga de 95% pelo teste de médias de Tukey.

A Tabela 5 apresenta coeficientes de correlacdo da pressdo aplicada com alguns
parametros analisados. Com base no coeficiente de correlacdo de Pearson se pode afirmar que
a pressao de CO, teve uma forte correlagdo positiva com a expansdo volumétrica e com a
solubilidade da mistura lipidica no CO, supercritico, afirmagao corroborada pelo p valor pois
p € menor que a. O tamanho de particula ndo sofreu influéncia significativa da pressdo (p >
0,05), o que corrobora com o teste de Tukey apresentado na Tabela 3. Devido ao diferente
comportamento apresentado pelas temperaturas de fusdo e solidificagdo em diferentes
intervalos de pressdao, conforme observado na Figura 4, analisou-se as correlagdes para o
intervalo inteiro de pressdo estudado em também para pressoes superiores e inferiores a 150
bar. Com isso se pode observar que de modo geral, as temperaturas de fusdo e solidificacao
tiveram correlacdo negativa moderada com a pressao, mas quando analisados intervalos de
pressdo observa-se que em pressdes entre 0 e 150 bar tanto T, quanto Ty tiveram forte
correlacdo negativa com a pressdo e que para pressoes entre 150 e 300 bar a pressdo nao

influenciou significativamente nestes parametros (p > 0,05).
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Esses resultados sugeriram que a maior solubilidade da mistura lipidica em CO;
supercritico em pressdes mais altas poderia levar a reducdo do tamanho e consequentemente
ao aumento da densidade aparente das particulas de cera de abelha carregadas com 6leo de
abacate obtidas por PGSS. Informagdo que pode ser tutil para o projeto do processo dessas
particulas. Nao ¢ seguro afirmar que as mesmas correlagdes observadas neste trabalho possam
ser extrapoladas para a mistura lipidica de cera de abelha com outros lipidios liquidos, sendo

necessaria a andlise individual para cada lipidio ou combinagao de lipidios de interesse.

Tabela 5. Analise da correlacdo entre a pressdo utilizada e a solubilidade em CO,
supercritico, expansdo volumétrica e temperaturas de fusdo e solidificacdo da mistura lipidica
de cera de abelha e 6leo de abacate (1:1) e tamanho e a densidade aparente das particulas
obtidas por PGSS a partir da mistura lipidica a 60 °C com agitagdo de 1250 rpm por 1h.

Variac¢iao na

Parametro correlacionado Pressio (bar) r p*
0a300 -0,59 0,0033
Temperatura de Fusao 0als50 -0,97 0,0061
150 a 300 0,95 0,6044
0a300 -0,68 0,0025
Temperatura de Solidificagao 0al50 -0,91 0,0060
150 a 300 0,97 0,7475
Expansdo Volumétrica 0a300 0,98 0,0000
o . 1 hora 0,97 0,0083
S"l“b‘:lll‘;‘rl;i?ciu(sggrfcgo €02 3 horas 150 a 300 097  0,0031
3 horas 0,79 0,0039
Tamanho Particula (Dsg) 150 a 300 -0,56 0,1437
Densidade aparente 150 a 300 0,65 0,0003
r: coeficiente de correlagdo de Pearson; p: p valor obtido pela ANOVA
* 0=0,05

3.4.3 Polimorfismo e propriedades térmicas

O difratograma de raios X obtidos para a cera de abelha, mistura fisica binaria de cera
de abelha e o6leo de abacate e para particulas obtidas a partir desta mistura a diferentes
pressoes estdao apresentados na Figura 13.

Os padrdes cristalinos de polimorfismos B’ (0,42 e 0,38 nm) foram identificados em
todas as amostras e o polimorfismo B (0,47 nm) foi mal definido na mistura fisica, mas foi
claramente identificado nas particulas. Nao se verificou alteragdo na estrutura cristalina das

particulas em decorréncia variacdo na pressao utilizada em sua formacdo. Notou-se que
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proximo a 0,47 nm a estrutura da mistura binaria apresentou-se mais amorfa quando
comparada as demais amostras. Esses resultados sugerem que o processo de formagdo de
particulas potencializou o polimorfismo B reportado na literatuta como tipico da cera de
abelha, assim como o polimorfismo B’ e deve ser levado em consideragdo nos estudos de
estabilidade dessas particulas (Aredo et al., 2021; Soleimanian et al., 2018; Attama, Schicke,
Miiller-Goymann, 2006 ¢ 2007).

Figura 13. Difratograma de raios X da cera de abelha, da mistura fisica bindria entre cera de
abelha e oleo de abacate e das particulas de cera de abelha carregadas com 6leo de abacate
produzidas por PGSS a 60 °C, agitagdo de 1250 rpm por 1 hora e pressdes de 150, 200, 250 e
300 bar.
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O perfil térmico do 6leo de abacate (Figura 14) apresenta dois picos definidos em -6,3
°C ¢ 5,2 °C e um ombro a -13,6 °C, a cera de abelha apresenta apenas um grande pico
caracteristico representando sua T a 64,4 °C valor semelhante ao determinado no ensaio em
pressdo ambiente apresentado no na Figura 4.

Ao analisar o perfil térmico da mistura binéria e das particulas formadas em diferentes
pressdes podemos observar termogramas similares entre si, com a presenga de dois picos
pouco definidos na regido em que ocorrem os picos do 6leo de abacate, um pico bem definido
em temperatura proxima a T¢ da cera de abelha e o surgimento de ombro em uma regiao
intermediaria, a 42,6 °C. Com isso podemos inferir que a Ty das particulas obtidas neste

trabalho ¢ de 60,2 °C e que o tratamento a alta pressdo ndo altera o perfil térmico da mistura
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lipidica indicando que ndo ocorre alteracao nas moléculas que compdem a mistura, alteragao

ocorre apenas na interacao entre elas.

Figura 14. Termograma contendo os picos térmicos mensurados para (CA) cera de abelha,
(OA) ¢6leo de abacate, (CA:OA), mistura fisica binaria de cera de abelha e 6leo de abacate,
particulas de cera de abelha carregadas com 6leo de abacate produzidas por PGSS a 60 °C,
agitacao de 1250 rpm por 1 hora e pressoes de 150, 200, 250 e 300 bar.
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3.4.4 Estruturas quimicas

Todos os espectros infravermelhos apresentados obtidos por transformada de Fourrier
(Figura 15) apresentaram as mesmas caracteristicas a olho nu, caracteristicas estas
semelhantes as esperadas para 6leos comestiveis e para a cera de abelha (Ribeiro et al., 2017;
Guillen, Cabo, 1997). Como o posicionamento dos principais picos espectrais tanto das
amostras contendo cera de abelha e 6leo de abacate quanto das amostras de dleo de abacate
puro foram semelhantes, podendo-se inferir que o mesmo grupo funcional de vibragdes
estavam presentes. Pode-se afirmar também que o processamento a alta pressao e a interacao

com o CO; supercritico ndo alteraram quimicamente a cera de abelha e o 6leo de abacate.
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Figura 15. Espectro infravermelho de transformada de Fourier Termograma para (OA) 6leo
de abacate, (CA:OA), mistura fisica bindria de cera de abelha e 6leo de abacate, particulas de
cera de abelha carregadas com 6leo de abacate produzidas por PGSS a 60 °C, agitacao de
1250 rpm por 1 hora e pressoes de 150, 200, 250 e 300 bar.
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4 Conclusao

Com base no comportamento da Ty, observou-se que a temperatura de 60 °C garante
que tanto a cera de abelha pura quanto a mistura de cera de abelha com dleo de abacate esteja
fundida em pressdes iguais ou superiores a 50 bar; no entanto, para garantir que o CO,
presente no meio esteja no estado supercritico, sdo recomendadas pressdes maiores que 75
bar. Quanto maior a pressdo aplicada no processo, maior sera o intumescimento da mistura
devido a absor¢do de CO, e maior sera a expansao volumétrica observada na faixa de pressao
estudada.

As particulas obtidas neste trabalho apresentaram microestruturas esponjosas € nao
apresentaram diferencas em sua morfologia, propriedades térmicas, polimorfismo e estrutura
quimica causadas pela variagdo na pressdo de CO, durante sua formagao.

Esses resultados indicam que essa mistura lipidica pode ser potencial carreadora para

particulas lipidicas carregadas com compostos bioativos para serem aplicadas em alimentos
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funcionais ou em cosméticos. Estes dados também podem servir como ponto de partida para
estudos envolvendo outras misturas lipidicas para formacdo de particulas utilizando

tecnologia supercritica.
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CAPITULO 4

Microparticulas lipidicas
carregadas com extrato de
folhas de alcachofra
formadas por rapida
expansao de solucao
supercritica




Resumo

O extrato etanolico de folhas de alcachofra ¢ um fitaterapico com agdes antidispéptica,
antiflatulenta, diurética, hepatoprotetora e antidiabética, além de ser uma fonte de prebidtico.
A microencapsula¢do e a impregnacdo sdo estratégias utilizadas para proteger o material
bioativo de condi¢des ambientais adversas e também visando liberacdo controlada da
substancia encapsulada e mascarar sabor e/ou cor indesejados. Neste sentido particulas
lipidicas sao carreadores adequados para prebioticos visto que a digestao de lipidios ocorre no
intestino, local ideal para liberagdo deste composto a fim de melhorar a qualidade da
microbiota intestinal. Microparticulas lipidicas de cera de abelha e 6leo de abacate foram
obtidas por PGSS (do inglés Particle from Gas Saturated Solutions) (60 °C, 200 bar, 1250
rpm, 3 horas) visando a impregnagao/encapsulacdo de extrato de folhas de alcachofra obtidos
por extragdo com etanol pressurizado (60 °C, 5 ciclos de 10 minutos, volume de enxague de
80% do volume da célula e 10,3 MPa). Avaliou-se a viabilidade da producdo destas
microparticulas pela andlise de sua morfologia, polimorfismo, propriedades térmicas,
estrutura quimica e estabilidade em condigdes desfavoraveis. Duas proporcdes diferentes da
relacdo cera de abelha:6leo de abacate:extrato de folhas de alcachofra (1:2:3 e 1:2:6) foram
estudadas. As particulas obtidas pela propor¢do 1:2:6 apresentaram menor distribuicdo de
tamanho de particula e tamanho médio, mas ndo se observou diferengas em relagdo a

estabilidade em diferentes solucoes.

Palavras-chave: CO, supercritico, PGSS, inulina, prebiotico, Cynara cardunculus L.
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1 Introducao

As técnicas que empregam fluidos supercriticos na formacao de particulas sao bem
amplas e vantajosas por serem técnicas ambientalmente amigaveis, algumas livres de
solventes organicos, originarem particulas secas, apresentarem grande versatilidade e
potencial para fabricacdo em larga escala, pois apesar de exigir um investimento inicial
relativamente alto o custo operacional ¢ baixo (O’Sullivan, Ryan, Padrela, 2022; Liu et al,
2019). As propriedades fisicas e quimicas dos fluidos supercriticos fazem com que com
pequenas alteragdes de pressdo e temperatura impliquem no controle da densidade e
polaridade destes fluidos além de ser relevante considerar que esse tipo de fluidos apresentam
tensao superficial quase nula (Silva, Meireles, 2014).

O fluido supercritico mais utilizado ¢ o didxido de carbono (CO,) seguido pela dgua
(Gouin, 2004). CO, ¢ considerado quimicamente inerte, possui baixa toxicidade e ndo ¢
inflamavel, além de ser o fluido ideal para tratar substancias sensiveis ao calor, pois sua
temperatura ¢ sua pressao criticas sdo consideradas baixas, gerando com isso, custos de
energia relativamente baixos quando comparado, por exemplo com processos envolvendo
agua supercritica. Outra vantagem bastante consideravel de usar CO, supercritico ¢ o fato de
que a pressao e temperatura ambiente ele se torna gas e se desprende das particulas, fazendo
com que as particulas obtidas sejam secas e livres de solvente, ou seja, nao precisem de uma
etapa posterior de secagem (Liu et al., 2019; Majerik et al, 2006).

No inicio da década de 1990, os lipidios sélidos comegaram a ser usados como
material carreador na formacgdo de particulas lipidicas solidas, sendo estudados como
alternativa aos sistemas carreadores tradicionais devido a possibilidade de producdo em larga
escala (Chutoprapat, Kopongpanich, Chan, 2022). No entanto estes carreadores possuem
baixa capacidade de carga de compostos bioativos e baixa retengdo dos mesmos a longo prazo
devido a transi¢do polimoérfica do estado de alta energia para estado de baixa energia
acarretando em uma rede cristalina mais organizada e portanto com menos espago para o
composto bioativo (Xu et al., 2021). Por este motivo tem-se estudado a mistura de lipidios
liquidos e solidos, conhecidos como carreadores nanoestrututados, que favorecem o
aprisionamento e estabilidade do composto bioativo, pois a mistura leva a formacdo de uma
rede cristalina menos ordenada (Pandey, Gupta, Yadav, 2018). Particulas de Solugdes
Saturadas de Gés (PGSS) consistem na saturacdo de gorduras comestiveis derretidas com CO,

supercritico que sdo posteriormente expandidas através de um bocal (Klettenhammer et al.,
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2022). A rapida expansdo na passagem e consequentemente rapida liberagdo CO, causa uma
diminuicdo abrupta na temperatura levando a formagao das particulas (Yun et al., 2013). Esta
tecnologia tem se mostrado eficiente, no entanto, a estabilidade das paticulas ¢ subnotificada
nesta area, e este ¢ um atributo critico de qualidade do produto (O’Sullivan, Ryan, Padrela,
2022).

O abacate (Persea americana Mill) ¢ um fruto tropical/subtropical originario da
América Central e pertence a familia das Lauraceae que possui alto valor nutricional. O 6leo
de abacate ¢ rico em compostos bioativos relacionados a efeito protetor contra cancer,
diabetes e doengas cardiovasculares (Arimalala, Hervé, Rafihavanana, 2022; Cervantes-Paz,
Yahia, 2021).

A cera de abelha ¢ um produto natural relativamente abundante e comestivel, mas nao
digerivel, constituido de uma mistura complexa de mais de 300 hidrocarbonetos, acidos
graxos livres, ésteres de acidos graxos, dlcoois graxos, diésteres e substincias exdgenas,
embora a composi¢do da cera de abelha varie ligeiramente com base na familia e raca das
abelhas (Sarkisyan et al., 2021, Fratini et al., 2016).

A alcachofra (Cynara scolymus L.) pertencente a familia Asteraceae ¢ nativa da bacia
mediterranea e possui em suas folhas, partes estas que geralmente sdo consideradas como
residuo da producdo da inflorescéncia para consumo, ao alto teor de compostos
biologicamente ativos tais &acidos polifenolicos, acidos cafeico, clorogénico, cumarico,
feralico e derivados de acidos di-cafeoilquinicos e flavonoides (Francavilla et al., 2021;
Pérez-Esteve et al., 2018; Dias et al., 2018; Gominho et al., 2018).

O formulario de fitoterapicos brasileiro (Brasil, 2011) recomenda a ingestdo diaria de
tintura das folhas de alcachofra para agdo antidispéptica, antiflatulenta, antiemética, diurética
e antiaterosclerotica e também como coadjuvante no tratamento de hipercolesterolemia leve a
moderada e da sindrome do intestino irritdvel. Na literatura também se reporta acao
hepatoprotetora, antidiabética, efeito colerético e colagogo (Lattanzio et al., 2009; Rodriguez,
Giménez, Vazquez, 2002).

Este trabalho objetivou estudar a microencapsulacdo/impregnacdo de extratos de
folhas de alcachofra em particulas lipidicas de cera de abelha e 6leo de abacte por PGSS e
avaliar suas caracteristicas e estabilidade em condi¢des adversas, visando futura aplicacdo em

alimentos.
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2 Metodologia
2.1 Obtencao de extrato de folha de alcachofra

Os extratos de folhas de alcachofra foram obtidos por extracdo com solvente
pressurizado em equipamento PLE - ASE 150 (Dionex, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, EUA), utilizou-se célula de extracdo de 66 cm?® e 10 g de folhas de alcachofra secas
e trituradas que foram submetidas a temperatura de 60 °C, 5 ciclos de extragdo com 10
minutos de tempo estatico em cada ciclo, volume de rince de 80% e pressdo de 10,3 MPa.
Etanol 99,5% (Dinamica, Indaiatuba, SP, BR) foi empregado como solvente de acordo. Esta
condi¢do de extracao foi utilizada por ser a que resultou em maiores rendimento, atividade
antioxidante e teor de compostos fendlicos. O extrato obtido foi rotoevaporado a 60 °C até
que todo o etanol fosse eliminado.

A extragdo com liquido pressurizado acelera o processo convencional de extracao
utilizando baixo volume de solvente a pressdo e temperatura controladas, com o objetivo de
manter o solvente no estado liquido durante todo o processo de extracdo. Esse equipamento ¢
operado em bateladas, intercalando tempo estatico de contato entre a matriz vegetal e o
solvente e extragdo dinamica. Ao final de cada ciclo o extrato ¢ direcionado para um
recipiente de coleta. Para que a extragdo seja mais eficiente e ocorra um equilibrio osmético
entre a matriz vegetal e o solvente ¢ importante que haja tempo estatico de contato entre o

solvente e a amostra (Bittencourt, 2018).

2.2 Impregnacio em meio supercritico

Estudou-se duas formulacdes diferentes de formagao de particulas lipidicas por PGSS
em equipamento de alta pressao SFC/RESS (Thar Instruments Co./Waters, Pittsburg, USA)
(Figura 1), sendo a primeira na proporc¢ao de 1:2:3 e a segunda na proporcao 1:2:6 de extrato
de folhas de alcachofra, 6leo de abacate e cera de abelha, respectivamente. A proporcao 1:2:3
foi utilizada de modo a manter a proporgao entre solido (cera de abelha) e nao sélido (6leo de
abacate + extrato de folhas de alcachofra) em 1:1 conforme estudo realizado por Aredo et al.
(2021) com particulas lipidicas solidas (parte dos resultados apresentado no capitulo 3 desta
tese), como as caracteristicas fisico-quimicas do extrato de folhas de alcachofra e do dleo de

abacate sdo diferentes, estudou-se também a proporc¢ao 1:2:6 em que mais material sélido foi
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utilizado para garantir a integridade das particulas. Foram realizados ensaios preliminares em
que a proporcdo da mistura lipidica foi de 1:1 e o extrato adicionado em diferentes
proporcdes, mas as particulas obtidas se aglomeravam rapidamente ap6s sua produgao.
Inicialmente o extrato seco de folhas de alcachofra e o 6leo de abacate foram
homogeneizados. Para isso testou-se deois métodos de homogeneizagdo, agitagdo em ultra
turax (Ika, T25, DE) na velocidade minima por aproximadamente 20 segundos ¢ em agitador
magnético (Tecnal, TE-089, Indaiatuba, BR) e verificou-se que ao aplicar 27% de agitacao
por aproximadamente 7 minutos. Os dois métodos de homogeneizagao apresentaram resultado
similar, no entando no ultra turax observou-se perda significante de matéria prima na
superficie e interior do equipamento o que fazia com que a proporcao entre a mistura e cera de
abelha na formacgdo das particulas fosse alterada, fazendo com que ndo fosse possivel ter
controle sobre essa varidvel de processo. Portanto a medodologia de homogeneizagao

escolhida foi a agitacdo magnética, apesar do maior tempo requerido para homogeneizacgao.

Figura 1. Sistema de formagéo de particulas a alta pressdo.

Legenda:
(1) autoclave, (2) agitador, (3) controle do agitador, (4) célula de despressurizacgdo, (5) cilindro de

dioxido de carbono.
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Na autoclave do equipamento de alta pressdo, adicionou-se cera de abelha préviamente
derretida e a mistura homogeneizada. A autoclave foi entdo pressurizada com CO; a 200 bar,
a 60 °C com agitacdo mecanica sob rotagdo de 1250 rpm por 3 horas, o tempo de
homogeneizacao foi determinado por estudos preliminares de modo a favorecer a dispersao
do extrato na mistura lipidica. Apo6s o tempo de homogeneizagao a alta pressao, procedeu-se a
expansdo de solugdo supercritica (lipidios, extrato e CO,) através de um bocal de 152,4 yum.
As particulas coletadas foram armazenadas sob refrigeragao (4 °C) em placas de Petri cobertas
com papel aluminio e filme de PVC. As condi¢des escolhidas para a formagao das particulas

lipidicas foi baseda no estudo apresentado no capitulo 3.

2.3 Caracterizacao das microparticulas lipidicas carregadas com extrato de folhas de
alcachofra

A caracterizacdo das particulas em relagdao a tamanho médio, distribui¢do de tamanho,
morfologia, polimorfismo e propriedades térmicas foi realizada seguindo as metodologias

descritas nos itens de 2.6.1 a 2.6.4 do capitulo 3 desta tese.

2.4 Analise da estabilidade das microparticulas sob condi¢des desfavoraveis

Possiveis alteragdes na morfologia das microparticulas sob condi¢des de stress foram
determinadas com base na metodologia descrita por Comunian et al. (2016) com alteracdes e
consistiu em dispersar as particulas obtidas a partir das formulacdes testadas em diferentes
solucdes aquosas submeté-las a agitacdo com auxilio de um ultrassom, analisar se ocorreram
alteragdes na morfologia com auxilio de um microscopio otico e quantificar teor de inulina
disperso nas solucdes para verificar se os extratos presentes nas particulas havia sido liberado.

As solugoes testadas foram escolhidas com o intuito de verificar como as particulas se
comportariam quando aplicadas em diferentes meios, nos indicando se seria possivel ou ndo a
aplicacdo delas em diversos tipos de alimentos. Portanto as solu¢des avaliadas foram glicose,
xilitol e cloreto de so6dio (NaCl) pela constante presenca desses compostos em alimentos com
grande potencial para a aplicacdo das microcapsulas. Avaliou-se também solugdes com

valores de pHs proximos aos encontrados em nosso trato gastro-intestinal.
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Todas as solucdes foram feitas com 4gua ultrapura, o agtcar (Unido, Sertdozinho, BR)
e o xilitol (Lowgucar, Marialva, BR) foram diluidos nas concentragdes 15%, 30% e 45%, o
NaCl (Cisne, Guarulhos, BR) em concentracdes de 1%, 3% e 5%, com auxilio de um
pHmetro (Gehaka, PG1800, Sao Paulo, BR), solugdes com pH de 2, 7 ¢ 12 com auxilio de
acido fosforico (Exodo Cientifica, Hortolandia, BR) e hidréxido de sodio (Exodo Cientifica,
Hortolandia, BR). Adicionou-se 2 mL de cada solu¢cdo em tubos falcons previamente
identificados e 0,01 g de particulas e agitou-se por 5 minutos em ultrassom Ultronique Q 3.0—
40 (Tecnal, Indaiatuba, BR). A fim de comparagdo realizou-se controle em que as particulas
ficaram em contato com 4gua ultrapura também sob agitacdo por ultrassom por 5 min.

As particulas foram coletadas e analisadas em microscopio Otico a fim de verificar
possiveis alteracdes em sua morfologia. As solucdes (apds serem separadas das particulas)
foram analisadas em relagao ao teor de inulina.

A quantificacdo no teor de inulina nas solugdes foi realizada de acordo com a

metodologia descrita no item 2.3.5 do capitulo 2 desta tese.

2.5 Analise Estatistica

Andlise de varidncia (ANOVA) foi realizada para determinar se as formulacdes
testadas influenciaram nos parametros estudados, teste de Tukey (p <0,05) foi usado para a

comparac¢ao multipla de médias.

3 Resultados e Discussao

3.1 Estudo das caracteristicas das microparticulas

3.1.1 Tamanho médio e distribuicdo do tamanho das particulas

A distribuicdo do tamanho das particulas foi ajustada pela funcdo Rosin-Rammler,
com coeficientes de regressao 88,88% e 96,69% para as amostras 1:2:3 e 1:2:6,
respectivamente, indicando que o modelo se aproxima consideravelmente dos valores
experimentais (Tabela 1). Portanto, os parametros Rosin-Rammler (n e Xg) e os descritores
estimados (Djg, Dsg € Dgg) foram confidveis para comparar as distribuicdes de tamanho das
particulas. A distribuicdo do tamanho das particulas variou de acordo com as proporgoes de

extrato, 6leo e cera utilizado no processo de formagao de particulas via PGSS.
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Tabela 1. Andlise da distribuicdo de tamanho das particulas de cera de abelha e 6leo de
abacate com extrato de folhas de alcachofra formadas com CO, supercritico (60 °C, 200 bar,
3 horas) com diferentes proporcdes lipidios/extrato.

Parametros Rosin- 2 . )
. D t t
Particula Rammler R escritores estimados D [4,3]

n Xequm)  ® Dy(um)  Ds(um) Dy (um)  HM

1:2:3  1,7402* 173,8+17,0° 88,88 44,5+2.1° 139,1£9,9% 288,9+445" 261,8+7,6°
1:2:6  2,9402°  51,840,5° 96,69 243+23° 463+23°  70,3+1,5°  74,2+62°

Resultados expressos em média + desvio padrao.

Os parametros seguidos pelas mesmas letras na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si no
nivel de confianga de 95% pelo teste de médias de Tukey.

Legenda: 1:2:3 — particulas lipidicas obtidas via PGSS com a propor¢do de 1 parte de extrato de folhas de
alcachofra, 2 partes de 6leo de abacate e 3 partes de cera de abelha.

1:2:6 — particulas lipidicas obtidas via PGSS com a propor¢ao de 1 parte de extrato de folhas de alcachofra, 2
partes de oleo de abacate e 6 partes de cera de abelha.

Analisando a Tabela 1 nota-se que as particulas obtidas com menor propor¢ao de cera
(1:2:3) apresentaram diametro médio (D [4,3]) de 249,7 um e as particulas obtidas através das
propor¢des 1:2:6 apresentaram didmetro médio de 74,2 um. Pela Figura 2 foi possivel
observar que as particulas obtidas pela propor¢ao 1:2:3 além possuem tamanho médio maior,

apresenta maior diversidade de tamanho.

Figura 2. Distribuicdo do tamanho das particulas formadas com CO, supercritico (60 °C, 200
bar, 3 horas) com diferentes concentracdes.
20
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Legenda: 1:2:3 — particulas lipidicas obtidas via PGSS com a proporgdo de 1 parte de extrato de folhas de
alcachofra, 2 partes de 6leo de abacate e 3 partes de cera de abelha.
1:2:6 — particulas lipidicas obtidas via PGSS com a propor¢do de 1 parte de extrato de folhas de
alcachofra, 2 partes de 6leo de abacate e 6 partes de cera de abelha.
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3.1.2 Morfologia

Ao observar as particulas por microscopia eletronica de varredura (MEV) apresentadas
na Figura 3, pode-se notar aspecto semelhante a esponjas, assim como observado no Capitulo
3 no estudo das condi¢des de processo para formagdo de particulas sem a adicdo de composto
bioativo.

Comparando as diferentes formulacdes, pode-se perceber pelas microscopias
apresentadas na Figura 3A e 3D, com aumento de 100x que as particulas com maior teor de
cera de abelha possuem tamanho reduzido, corroborando com os resultados apresentados de
tamanho das particulas. Pode-se observar também, nao houve outras alteragdes perceptiveis

na morfologia em decorréncia da propor¢ao de cera de abelha na formulagao.

Figura 3. Microscopias eletronicas de varredura das particulas de cera de abelha e 6leo de
abacate com extrato de folhas de alcachofra obtidas por PGSS com CO, supercritico a 60 °C
nas proporg¢des (A, Be C) 1:2:3 e (D, E e F) 1:2:6, respectivamente.
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3.1.3 Polimorfismo e propriedades térmicas

Nos difratogramas de raios X obtidos para as duas formulagdes particulas estudadas,
observa-se os mesmos padrdes cristalinos de polimorfismos 8 (0,47 nm) e B’ (0,42 e 0,38 nm)

apresentados no capitulo 3. Nota-se também que as particulas com maior teor de cera de
143



abelha apresentam um padrao mais cristalino, devido ao pico mais acentudo, o que ja era
esperado devido as caracteristicas ja conhecidas da cera de abelha (Figura 4). Esses resultados
sugerem que a adiacdo de extratos de folha de alcachofra as particulas ndo acarretou em

alteragdes estrututurais.

Figura 4. Difratograma de raios X das particulas de cera de abelha e 6leo de abacate com
extrato de folhas de alcachofra obtidas por PGSS com CO,; supercritico a 200 bar, 60 °C e
agitagdo de 1250 rpm por 3 horas, nas proporgdes 1:2:3 e 1:2:6, respectivamente.
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O perfil térmico das particulas adicionadas de extrato de folhas de alcachofra (Figura
5) ¢ similar ao das particulas sem adi¢do do composto bioativo, com a presenga de dois picos
pouco definidos na regido em que ocorrem os picos do 6leo de abacate -11,79 °C e 1,34 °C,
ombro em a 42,86 °C e um pico bem definido em 59,10 °C para as particulas 1:2:3 e em 61,51
°C para as particulas 1:2:6, ambos na regido em que ocorre o pico da cera de abelha. Com isso
inferi-se que o tratamento a adi¢do do extrato rico em compostos bioativos nao altera o perfil
térmico da mistura lipidica indicando que ndo ocorre alteracdo nas moléculas que compdem a
mistura, isso provavelmente se deve a baixa concentracdo de extrato em relagdo a

concentracao de lipidios.
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Figura 5. Termograma contendo o perfil térmico das particulas de cera de abelha e 6leo de
abacate com extrato de folhas de alcachofra obtidas por PGSS com CO, supercritico a 200
bar, 60°C e agitagcdo de 1250 rpm por 3 hora, nas propor¢des 1:2:3 e 1:2:6, respectivamente.
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3.2 Anailise da estabilidade das microparticulas sob condi¢cdes desfavoraveis

3.2.1 Microscopia Otica

A fim de verificar a possibilidade de emprego, das particulas formadas neste trabalho,
em diferentes alimentos realizou-se testes de estabilidade simulando alguns possiveis fatores
adversos. Os pHs 2 e 12 foram estrategicamente escolhidos por serem proximos aos
encontrados no estdmago e no intestino humano respectivamente, assim como o NaCl e os
edulcorantes (glicose e xilitol), que foram escolhidos por serem amplamente empregados na
composi¢do de diferentes alimentos. Na Figura 3 pode-se observar as imagens realizadas em
microscopio Otico das particulas dispersas nas diferentes solugdes estudadas apds a agitagao
em ultrassom.

Na Figura 7 pode-se notar que as particulas dispersas em todas as concentragdes de
glicose e de NaCl e em pH neutro (pH 7) apresentam estrutura bem similar aquela observada

no controle (agua), o que significa que houve apenas pequenas alteragdes nas particulas
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dessas amostras quando comparadas ao controle, nos indicando que esses meios nao
ocasionaram grandes instabilidades para as particulas, comportamento esse que se espera ao

aplicar particulas em alimentos parecidos com esses meios.

Figura 7. Imagens de microscopia otica das particulas lipidicas com extrato de folhas de
alcachofra obtidas por PGSS dispersos em diferentes solugdes.

Glicose 15% Glicose 30% Glicose 45% NaCl 1% NaCl 3% NaCl 5%

1:2:3

Glicose 15% Glicose 30% Glicose 45% NaCl1% NacCl3% NaCl5%

1:2:6

Xilitol 15% Xilitol 30% Xilitol 45%

1:2:3

Xilitol 45%

1:2:6

Legenda: 1:2:3 — particulas lipidicas obtidas via PGSS com a propor¢éo de 1 parte de extrato de folhas
de alcachofra, 2 partes de oleo de abacate e 3 partes de cera de abelha.

1:2:6 — particulas lipidicas obtidas via PGSS com a propor¢do de 1 parte de extrato de folhas de
alcachofra, 2 partes de 6leo de abacate e 6 partes de cera de abelha.

No entanto nas figuras representativas das particulas dispersas em xilitol verificou-se
uma alteragdo na estrutura da particula principalmente nas concentragdes de 15 e 30% quando
comparadas com as figuras representativas das particulas em agua, o que nos indica uma
maior instabilidade. Certamente um alimento com xilitol em sua composi¢do traria
comportamento completamente diferente dos alimentos com NaCl, glicose e pH neutro.

Com relacao ao pH notou-se uma pequena alteracdo nas amostras com pH 2 quando
comparadas com as imagens do controle (4gua), observou-se também uma pequena alteracao
ao comparar as particulas com diferentes teores de cera de abelha.

Ao analisar as imagens obtidas das particulas dispersas na solugdo com pH 12 apesar
de nao ter alteragdes perceptiveis visualmente nas particulas, nota-se a presenga de estruturas
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dispersas na solucao e também foi possivel verificar visualmente, ao observar o tubo contendo
a dispersao a olho nu, que a solugdo se encontrava opaca. Sabe-se que o pH 12 ¢ superior
aquele encontrado no intestino humano, local onde ocorre majoritariamente a digestdo de
lipideos o que pode justificar o fendmeno observado e pode-se inferir que possivelmente se o
periodo de contato entre as particulas e a solug@o sob agitacdo fosse maior do que o estudado

a particula teria se desfeito.

3.2.2 Quantificacio do teor de inulina disperso nas solucdes

Complementarmente as analises microscopicas, quantificou-se o teor de inulina
disperso nas solucdes para verificar a estabilidade da particula especificamente em relagdo a
capacidade de manter a inulina impregnada. Para isso quantificou-se o teor de inulina disperso
nas diferentes solugdes testadas e os resultados estdo expressos na Tabela 2.

Apesar de também ter sido estudada a influéncia de diferentes concentracdes de
glicose na estabilidade das particulas sob condi¢des de stress, ndo foi possivel verificar a
influéncia desta varidvel na capacidade da particula de reter inulina, pois a metodologia de
quantificagdo utilizada quantifica carboidratos o que faria com que os agucares adicionados a
solucao também fossem quantificados, gerando assim um falso resultado.

Os maiores teores de inulina foram quantificados nas solugdes contendo xilitol, no
entanto, solu¢des com concentragdo de xilitol de 15% fizeram com que as particulas fossem
menos estaveis do que aquelas contendo maior teor de xilitol, sendo observado um
comportamento de instabilidade inversamente proporcional ao teor de xilitol, para o intervalo
testado. Comportamento similar ao que foi observado para as solugdes de NaCl.

Ao contrario do que era esperado, ndo se observou uma elevada correlagdo entre o pH
e o teor de inulina na solugdo. Com base nas imagens apresentadas na Figura 7, esperava-se
que em pH 12 fosse possivel quantificar mais inulina pois este pH € superior ao do intestino
humano, local onde ocorre a digestao principal de lipideos, dado que particulas estudadas sdao
lipidicas. Pode ser que tal resultado ndo tenha sido obtido devido a possivel degradacdo da
inulina dispersa na solu¢ao em decorréncia do elevado pH.

Esse estudo ¢ de extrema importdncia como uma fase inicial de verificagdo da
viabilidade de aplicagdo da inulina em diferentes alimentos, pois para o efeito bioativo do
extrato de folhas de alcachofra ser obtido via alimentagdo a particula deve continuar estavel
apos todas as etapas do processamento dos alimentos aos quais possa ser adicionada. No caso
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deste extrato em especifico, a impregnacao em particulas também teve como mascarar sua

forte coloragdo verde intensa (Figura 8) e gosto amargo, viabilizando assim a veiculacdo deste

extrato em alimentos para que se possa beneficiar dos beneficios de seu consumo sem que

ocorram alteragdes sensoriais nos alimentos enriquecidos com extrato de folhas de alcachofra.

Tabela 2. Porcentagem de inulina dispersa nas diferentes solugdes preparadas apds agitagao
magnética por 5 minutos.

% de inulina presente na solucao

Particula Solugdo Concentracao (média + desvio padrio)

1% 1,11+0,16

1:2:3 3% 0,02 + 0,00
5% 0,14 +0,11

Nacl 1% 1,42 +0,39

1:2:6 3% 0,27 +0,17
5% 0,06 = 0,04

15% 12,73 £0,17

1:2:3 30% 3,73+0,18
Xilitol 45% 0,90 &+ 0,09
15% 14,27 £1,62

1:2:6 30% 6,31 £ 1,55
45% 1,92 +£0,36

2 0,32 +0,25

1:2:3 7 0,31 +0,11
12 0,27 +£ 0,02

pH 2 033+0,12

1:2:6 7 0,33 +0,18
12 0,56 + 0,33

1:2:3 , - 0,01 £0,05

Agua
1:2:6 - 0,05 +0,00

Legenda: 1:2:3 — particulas lipidicas obtidas via RESS com a proporcao de 1 parte de tintura de folhas

de alcachofra, 2 partes de 6leo de abacate e 3 partes de cera de abelha.

1:2:6 — particulas lipidicas obtidas via RESS com a propor¢do de 1 parte de tintura de folhas de

alcachofra, 2 partes de 6leo de abacate ¢ 6 partes de cera de abelha.
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Figura 8. Extrato de folhas de alcachoftra utilizado na formacgao de particulas.

4 Conclusao

A producao de particulas lipidicas de cera de abelha e 6leo de abacate carregadas com
extrato de folhas de alcachofra via PGSS a 200 bar, 60 °C com agitacdo mecancica de 1250
rpm por 3 horas se mostrou uma alternativa viavel e consideravelmente estavel para aplicagao
em matrizes alimenticias. Foram observadas diferencas estatisticas em relagdo ao tamanho de
particulas ao variar o teor de cera na formulagdo da particula, concluindo-se que para uma
menor varia¢do no tamanho e diversidade das particulas a concentragdo 1:2:6 (Extrato, Oleo
de abacate, Cera de abelha) ¢ mais adequada. As particulas com maior teor de cera de abelha
provavelmente apresentam maior ponto de fusdo pois a cera de abelha ¢ o inico componente
da particula que ¢ sé6lido em temperatura ambiente e o perfil térmico obtido por varredura de
calorimetria diferencial das amotras sugere temperatura de fusdo de 59,10 °C e 61,51 °C para
as particulas 1:2:3 e 1:2:6, respectivamente. Por meio dos métodos analiticos realizados foi
observado que a alteragdo na composicdo da particula ndo demonstrou influenciar na

estabilidade destas contra as condi¢Oes adversas testadas.
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CAPITULO 5

Microparticulas de
quitosana e TPP carregadas
com extrato de folhas de
alcachofra formadas por
gelificacdo ionica




Resumo

O desenvolvimento de alimentos funcionais tem estado em pauta nos ultimos anos
devido aos grandes desafios tecnoldgicos para a industria alimenticia. Dentre eles, pode-se
destacar a possivel degradacdo dos compostos ativos, bem como a influéncia desses nos
atributos sensoriais do produto. As folhas de alcachofra, por exemplo, possuem alto teor de
compostos benéficos para a satde, tais como compostos fenolicos e inulina. Entretanto,
apresenta, forte gosto amargo, tornando os alimentos impalataveis. Nesse sentido, as
nano/microparticulas de quitosana tém se mostrado uma alternativa viavel por apresentar alta
eficiéncia de encapsulacdo, ndo empregar solventes organicos em seu processamento € nao
exigir altos custos iniciais com equipamentos. Assim, este trabalho objetivou o
desenvolvimento de particulas de quitosana por gelificagdo ionica com tripolifosfafto de sodio
(TPP) para encapsulagao de extrato de folhas de alcachofra. Para isso estudou-se dois
métodos de formagdao de particula, um com adi¢ao de fosfolipidio ao extrato e formagao
prévia de lipossomas e outra com adicao direta do extrato na solugdo de quitosana em acido
acético. Para ambos os métodos foram estudadas a incorporagdo de diferentes teores de
extrato. As particulas obtidas foram avaliadas em relacdo ao aspecto fisico, morfologia,
estabilidade, estrutura quimica, comportamento térmico e polimorfismo. Todas as particulas
obtidas neste trabalho apresentaram dimensdes de microparticulas, ndo sendo alcangada a
formag¢ado de particulas com dimensdes nanométricas para nenhuma das condi¢des estudadas.
As TPP-quitossomas (particulas formadas com fosfolipidios) apresentaram contornos mais
regulares, tamanho de particulas menores e foram capazes de encapsular um maior teor de
extrato possivelmente devido a sua caracteristica anfifilica, no entanto, foram mais instaveis

do que as demais particulas.

Palavras-chave: tripolifosfato de sodio, quitossomas, Cynara cardunculus L,

processamento verde, alimentos funcionais.

153



1 Introducao

A aplicagao de ingredientes bioativos nas industrias alimenticias ¢ frequentemente
estudada no desenvolvimento de alimentos funcionais (Abaee, Mohammadian, Jafari, 2017;).
No entanto, a incorporagao de bioativos nos alimentos pode ser limitada devido a alta taxa de
degradacdo destes compostos em condi¢gdes industriais, baixa solubilidade nas matrizes de
interesse ou a ndo palatabilidade. Dessa forma, a encapsulacdo desses compostos ¢ uma
alternativa bastante pesquisada para resolver tais problemas preservando suas propriedades
até o momento do consumo, além de permitir a liberacdo controlada dos ativos (lida et al.,
2019; McClements, 2014).

A quitosana ¢ um polissacarideo catidnico, altamente organizado, composto por
unidades de glucosamina (PB-(1-4)-2-amino-2-desoxi-D-glicose e [-(1-4)-2-acetamida2-
desoxi-D-glicose), obtido por meio da desacetilagdo da quitina em meio alcalino (Arkoun et
al., 2018, Younes, Rinaudo, 2015). Este biopolimero ¢ bastante versatil devido as suas
propriedades fisicas e mecanicas, possibilitando uma ampla gama de processamentos (Kou,
Peters, Mucalo, 2022) e tem sido bastante estudado devido a suas caracteristicas como,
propriedades antibacterianas, antifingicas, antioxidante, biodegradabilidade,
biocompatibilidade, bioadesao e baixa toxicidade (Abd El-Hack et al., 2020; Zhang, Li, Jiang,
2020; Devi, Dutta, 2017; Dutta et al., 2009; Vasconez et al., 2009) e efeitos bioldgicos como
acdo anticolesterolemica (Ahn, Cho, Choi, 2021), antitumoral (Chen et al., 2021; Song et al.,
2020), imunoestimulante (Anna et al., 2020; Li et al., 2020) e anti-inflamatoria (Arafa, Girgis,
El-Dahan, 2020; He et al., 2020), dentre outras.

A natureza mucoadesiva da quitosana possibilita aumentar o tempo de permanéncia
das particulas e, consequentemente, o tempo de liberacdo de compostos ativos no trato
gastrointestinal e a permeabilidade intestinal (Hamedi et al., 2022; Shahid, Arachchi, Jeon,
1999).

As particulas de quitosana tém sido estudadas em diversas areas da medicina e dos
alimentos com crescente interesse na encapsulacdo de compostos ativos. Tais nanoparticulas
podem ser obtidas por diferentes métodos, sendo o mais estudado a gelificagdo idnica com
tripolifosfato de sédio (TPP). Nesse processo, os grupos amino positivamente carregados da
quitosana se ligam aos fosfatos negativamente carregados do TPP formando ligagdes inter e
intramolecular que dao origem a uma rede tridimensional mais estdvel (de Moura, Aouada,

Mattoso, 2008, Janes, Alonso, 2003, Peniche et al., 2003, Kumar, 2000). O tamanho das
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particulas varia de acordo com as concentracdes de quitosana e TPP utilizadas, velocidade e
altura de gotejamento, velocidade de agitacdo da solugdo, composto encapsulado e sua
concentracdo (de Carvalho et al., 2019; Hassani et al., 2015, de Britto et al., 2014; Fan et al.,
2012; Keawchaoon, Yoksan, 2011). O controle do tamanho da particula ¢ extremamente
importante, pois estd associado a estabilidade, agregacdo, interagdo com o solvente,
importantes fatores para a preparacdo de dispersdes coloidais e membranas (Tosi et al., 2020;
Katouzian, Jafari, 2019; Rostami et al., 2019).

De acordo com Lima e colaboradores (2010), as nanoparticulas de quitosana ¢ TPP
obtidas por gelifica¢do i0nica em baixas concentragdes ndo apresentam toxicidade em estudos
in vitro.

Os lipossomas sdo particulas interessantes para a encapsulacdo de compostos
fitoquimicos, caracterizadas pela forma de vesiculas esféricas formadas por pelo menos uma
bicamada concéntrica de fosfolipidios que se organizam espontaneamente ou por processos
mecanicos em meio aquoso; devido a sua caracteristica anfifilica, sdo capazes de reter
compostos polares no seu interior € apolares nas bicamadas lipidicas (Mallick, Choi, 2014).
No entanto, os lipossomas sdo instaveis nas condi¢des do trato gastrointestinal, pois tém baixa
resisténcia ao pH do suco gastrico e sdo muito suscetiveis a lise enzimatica, podendo sofrer
degradacdo através da oxidacao e hidrdlise dos lipideos presentes em sua estrutura e ocasionar
a liberagdo dos compostos encapsulados (Caddeo et al., 2016; Taylor et al., 2005). Outros
fatores que contribuem para essa instabilidade incluem hidrofobicidade e fluidez da
membrana (Ezzat, Elnaggar, Abdallah, 2019; Lian, Ho, 2001). A formacao de uma parede
polimérica circundante tem sido bastante utilizada com o objetivo de aumentar a estabilidade,
resisténcia, dureza, biodegradabilidade, condutividade elétrica, distribuicdo uniforme das
particulas, baixa tendéncia a aglomeragao, prolongar o tempo de residéncia no intestino (Tosi
et al., 2020; Ezzat, Elnaggar, Abdallah, 2019; Almasi, Jafarzadeh, Mehryar, 2018). Dentre os
biopolimeros utilizados, podem ser citados amido, quitosana, proteinas ou celulose (Nahar et
al., 2014; Nunes et al., 2016; Tan, Wang, Sun, 2021).

Ao formar uma rede tridimensional estavel, o complexo quitosana-TPP melhora a
estabilidade das particulas, sem alteracao das vesiculas, dando origens as quitossomas (Zhou
et al., 2018; Alavi, Haeri, Dadashzadeh, 2017). Esta cobertura ocorre, pois em solugdes
aquosas com valores de pH abaixo de 6,5, os grupos amino da quitosana estdo protonados
(NH;") passando a apresentar comportamento policatidnico que faz com que esses grupos

interajam eletrostaticamente com os grupos negativamente carregados da superficie dos
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lipossomas (Ding et al., 2019). Formando assim, uma nuvem conformacional ao redor dos
lipossomos que confere maior estabilidade estérica, aumentando a integridade estrutural da
membrana e diminuindo a fluidez da mesma, o que, por sua vez, aumenta a estabilidade
fisico-quimica da particula e diminui sua tedéncia de agregar (Mertins, Dimova, 2011; Mady,
Darwish, 2010, Laye, Mcclements, Weiss, 2008). Reporta-se que, nas quitossomas, a
liberagdo dos compostos bioativos ocorreu preferencialmente em meio alcalino, o que confere
protecao a acidez estomacal.

A produc¢ao de TPP-quitossomas se da pela adicdo da suspensdao de quitosana a
suspensdo contendo os lipossomas sob agitacdo magnética, a fim de promover deposi¢dao
eletrostatica do biopolimero seguida de gotejamento com solu¢do de TPP (Kaushal, Singh,
Sangwan, 2022). Algumas condi¢cdes devem ser controladas para que sejam formadas
particulas mais estdveis, como a propor¢cdo TPP:quitosana:lipossoma, o tamanho das
vesiculas, a carga superficial e o fluxo de adi¢ao (Laye, Mcclements, Weiss, 2008). Pois, uma
baixa concentragdo de quitosana pode ndo ser suficiente para recobrir os lipossomas, enquanto
que seu excesso pode acarretar em uma forca atrativa que supera as forgas repulsivas
intermoleculares causando a formagdo de aglomerados (Zhuang et al., 2010; Laye,
Mcclements, Weiss, 2008).

Na formacdo das TPP-quitossomas, uma rede tridimensional com interagdes
reversiveis ¢ criada, proporcionando propriedades interessantes para a liberagdo controlada de
ingredientes bioativos (Bugnicourt; Ladaviére, 2016; Caddeo et al., 2016; Esposto et al.,
2021). Outros agentes reticulantes podem ser utilizados em substitui¢do ao TPP no processo
de gelificagdo idnica, tais como alginatos, sulfatos ou polifosfatos. No entando, o mais
utilizado e discutido na literatura ¢ o tripolifosfato de s6édio (Bugnicourt, Ladaviére, 2016).

Apesar deste tipo de particula ser ainda pouco estudada, alguns estudos destacaram
resultados positivos na encapsulacdo de quercetina e vitamina D3 em TPP-quitossomas
(Caddeo et al., 2016, Iida et al., 2019).

Assim, o objetivo deste estudo foi produzir particulas TPP-quitossomas para
encapsulacdo de extrato de folhas de alcachofra para posterior aplicacdo em alimentos

funcionais.
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2 Material e Métodos

2.1 Producao das microparticulas por gelificacdo idnica

Foram estudados dois tipos de obtencdo de particulas por gelificagdo idnica entre
quitosana e tripolifosfato de sédio (TPP): (1) por adi¢ao direta do extrato na solugdo de
quitosana e posterior gotejamento de TPP, formando as nano/microparticulas de quitosana, e
(2) por formagao de TPP-quitossomas, conforme explicado a seguir.

Os extratos de folhas de alcachofra utilizados neste trabalho foram obtidos por
extragdo com etanol (99,5%, Dinamica, Indaiatuba, BR) pressurizado a 10,3 Mpa, 60 °C, 80%
de volume de solvente em relagdo ao volume da célula para rince e 5 clicos com 10 min de
tempo estatico em cada (conforme metodologia descrita no item 2.4 do Capitulo 2 desta tese).

A quitosana (Dinamica, Indaiatuba, BR) foi solubilizada em soluc¢do de 4cido acético
(1%) (Labsynth, Diadema, BR) em concentracdo de 4 mg/mL por 16 h sob agitagdo
magnética. Separadamente, preparou-se uma solugdo de tripolifosfato de sédio (TPP)
(Dinamica, Indaiatuba, BR) com concentragdo de 1,3 mg/mL em dgua ultrapura.

Nas particulas obtidas por adi¢do direta (Figura 1A), o extrato de folhas de alcachofra
foi adicionado diretamente em 25 mL solucdo de quitosana nas proporgdes de 11,11%, 16%,
44.3% e 100% (proporcdes relativas a parte solida) e agitados em banho de ultrassom
Ultronique Q 3.0 — 40 (Tecnal, Indaiatuba, BR) por 2 minutos.

Na adigdo através da formacdo de lipossomas por emprego de fosfolipidio (Figura
1B), primeiramente promoveu-se a dispersdo do extrato (nas proporcdes de 11,11%, 16%,
44,3% e 100% - proporcdes relativas a parte solida) em 2 mL de etanol (99,5%, Dinamica,
Indaiatuba, BR) e 100 mg de fosfolipidio comercial com auxilio de banho de ultrassom por
30s, em seguida adicionou-se essa dispersao em 25 mL da solug¢do de quitosana e agitou-se
por mais 2 minutos em banho de ultrassom para promover a formagao das quitossomas.

Apo6s a dispersdao do extrato ou dos lipossomos na solugcdo de quitosana, a dispersao
foi colocada sob agitacdo magnética em agitador magnético microcontrolado TEO80 (Tecnal,
Indaiatuba, BR) e gotejou-se 25 mL da solugdo de TPP na propor¢do de 1:1 (taxa de adi¢ao
aproximada de 1 mL/min), a 8 cm de altura, totalizando 50 mL de solucao de particulas (Silva
et al., 2021). Amostras sem adi¢ao de extrato foram produzidas para controle e chamadas de

“branco”. A Tabela 1 apresenta as nomenclaturas e concentragdes utilizadas em cada ensaio.
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Figura 1. Esquema de producao das microparticulas por (A) adi¢do direta do extrato de folhas
de alcachofra a solucao de quitosana e (B) pela formacao prévia de lipossomas entre o extrato
de fosfolipidio.

- S AN "
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Tabela 1. Particulas de quitosana e tripolifosfato de sodio obtidas por gelificagdo idnica com
e sem pré solubiliza¢do do extrato de folhas de alcachofra em fosfolipidio.

Concentracao de Concentracao de extrato

1 * *
Amostra (gu;tl(:)s;‘ I::L) (m };l:)l; mL) fosfolipidio de folhas de alcachofra
g g (mg/100mL) (mg/100mL)

BQL 400 130 200 -
QL11 400 130 200 28.88
QL16 400 130 200 43,34
QL44 400 130 200 120
QL100 400 130 200 200

BQ 400 130 - -

Q11 400 130 - 28.88

Ql6 400 130 - 43,34

Q44 400 130 - 120
Q100 400 130 - 200

*Concentracao na solugdo inicial

BQL, QL11, QL16, QL44, QL100: particulas obtidas com a formag¢do prévia de lipossomas,
sendo, respectivamente, o branco (sem adigdo de extrato) e as diferentes concentragdes de extrato (%)
em base seca em relagdo a massa de quitosana.

BQ, Q11, Q16, Q44, Q100: particulas obtidas pela adi¢ao direta do extrato na quitosana, sendo,
respectivamente, o branco (sem adi¢do de extrato) e as diferentes concentragdes de extrato (%) em
base seca em relagdo a massa de quitosana.
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2.2 Caracterizacao fisico-quimica das suspensoes

2.2.1 Morfologia

A morfologia das particulas foi observada por Microscopia Eletronica de Transmissao
(MET). As amostras foram depositadas em uma grade revestida de carbono, coradas com
2,0% de acetato de uranila (solugdo aquosa), secas a temperatura ambiente por 24 h e
examinadas com um microscopio JEM 100CXII (JEOL, Téquio, JP) a uma voltagem de
aceleracdo de 100 kV. O microscopio esta equipado com uma camera OLympus MegaView

III e software iTEM CE.

2.2.2 Determinacao do didmetro médio por espalhamento de luz dindmico e potencial Zeta

A distribuicdo do diametro das particulas e o didmetro médio foram obtidos por
espectroscopia de correlacdo de fotons utilizando-se equipamento ZetaPlus (Brookhaven
Instruments Company, Holsville, NY, EUA) com um laser de He-Ne de 627 nm, angulo de
incidéncia de 90°, na temperatura de 25°C e sensibilidade a faixa de | nm a 6 um. Antes da
analise as amostras foram agitadas em banho de ultrassom Ultronique Q 3.0 — 40 (Tecnal,
Indaiatuba, BR) por 3 minutos, diluidas com 4agua deionzada na proporcao de 1:10 para evitar
o fendmeno de espalhamento multiplo de luz. As andlises dos dados foram realizadas pelo
software incluido no sistema (90Plus).

O potencial zeta foi determinado por medidas de mobilidade eletroforética, no mesmo
equipamento ZetaPlus. A mobilidade eletroforética foi calculada utilizando-se a equagao de
Helmholtz-Smoluchowski. As analises dos dados foram realizadas pelo software incluido no
sistema (ZetaPlus) e para cada medida foram feitas 10 corridas fornecendo como resultado

uma média do potencial zeta em mV.

2.2.3 Determinacao do didmetro médio por difracao a laser

A distribuicdo do didmetro das particulas apos cinco meses de armazenamento sob
refrigeracdo, foi determinada em um equipamento de difra¢do de raio laser em comprimento
de onda de 375 nm SALD-201V (Shimadzu, Toquio, JP), o qual € sensivel a faixa de tamanho

de 0,01 e 300 um. Para isso, a solugdo de particulas foi diluida em agua deionizada e colocada
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em cubetas de quartzo para a leitura em niveis de absorbancia variando de 0,1 a 0,2. As

medidas foram realizadas em triplicata imediatamente apos a diluigao.

2.2.4 Polimorfismo

O polimorfismo das particulas liofilizadas foi estudado em difratogramas que foram
obtidos em um difrator de raios-X (Miniflex 600, Rigaku, JP) em temperatura ambiente
(25°C) usando radiagdo de cobre ko (A= 1,5405 A), voltagem de 40 kV, corrente de 30 mA,

velocidade angular de 0,05°/s em angulos variando de 3 a 50°.

2.2.5 Perfil térmico

O perfil térmico das amostras foi investigado por meio de termogramas obtidos em um
calorimetro diferencial de varredura (DSC-TA 2010, Thermal Analysis Instruments, New
Castle, EUA) com base em Tessaro e colaboradores (2021). As curvas térmicas foram obtidas
na faixa de temperatura de -120 a 120 °C com taxa de aquecimento de 5 °C/min, em dupla
varredura, seguido por resfriamento com nitrogénio liquido e em uma atmosfera inerte (45

mL de Ny/min).

2.2.6 Analise termogravimétrica

A andlise termogravimétrica foi realizada em equipamento TGA Q-500 (TA
Instruments, New Castle, EUA) para acompanhar a variacdo da massa das amostras em
funcdo da temperatura. As condi¢des de empregadas na analise foram taxa de aquecimento de

10 °C/min, até 800 °C com vazao 40 mL/min de nitrogénio e 60 mL/min de ar.

2.2.7 Estrutura quimica

O estudo da estrutura quimica foi realizado em um espectrometro de infravermelho
com transformada de Fourier (Spectrum One, PerkinElmer, Norwalk, EUA) equipado com

um acessoOrio de amostragem universal ATR, que permite a andlise dos particulas sem
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nenhum preparo prévio. Os espectros infravermelhos com transformada de Fourrier (FTIR)
foram obtidos realizando 40 varreduras na faixa espectral de 4000—650 cm ' com resolugio

de 4 cm .

2.2.8 Estabilidade Fisica

A estabilidade fisica das particulas foi analisada seguindo metodologia descrita por
Tessaro (2020), com auxilio de uma fotocentrifuga analitica de multi amostras (LUMisizer,
L.U.M. GmbH, Berlim, Alemanha) com comprimento de onde de 865 nanometros, 2325xg
por 3600s, em temperatura ambiente (cerca de 25 °C). Os resultados foram obtidos utilizando-
se o software do equipamento e expressos como indice de instabilidade (de 0 até 1) de acordo

com a porcentagem de transmissdo de luz através da amostra.

2.3 Analise estatistica

Andlise de varidncia (ANOVA) foi realizada para determinar se as formulacdes
testadas influenciaram nos parametros estudados, teste de Tukey (p <0,05) foi usado para a

comparac¢ao multipla de médias.

3 Resultados e Discussao

Inicialmente foram estudadas oito condigdes de microencapsulacdo de extrato de
folhas de alcachofra por gelificacdo idnica, sendo quatro concentragdes de extrato e duas
formulagdes de preparo das particulas (nano/microparticulas de quitosana e TPP-
quitossomas). Estas condi¢des foram estudadas a fim de verificar qual formulagao permitiria a

encapsulacao de um maior teor de extrato.
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3.1 Caracteristicas macroscopicas

As Figuras 2 e 3 que contém fotos de todas as condi¢des estudadas e do controle (sem
adicao de extrato) antes e apoOs gelificacdo i6nica da quitosana por gotejamento de TPP sob
agitacdo, respectivamente. Com base nestas figuras pode-se observar que sem adi¢do de
fosfolipidio a quitosana ndo foi capaz de solubilizar o extrato nas concentragdes de 40% e
100%, sobrando, portanto extrato ndo encapsulado disperso na suspensdo. Como visivelmente
ndo houve encapsulagao eficiente nestas condigdes, estas dispersdoes ndo foram estudadas. A
maior capacidade de encapsulacdo do extrato pelas TPP-quitossomas provavelmente se deve a
possibilidade de encapsular compostos de diferentes polaridades em razdo de sua
caracteristica anfifilica, pois apresenta uma regido hidrofobica na bicamada e hidrofilica na
rede de quitosana reticulada com TPP, além disso compostos hidrofilicos podem ficar
aprisionados no interior das particulas.

Macroscopicamente, pode-se observar que as suspensdes adicionadas de extrato de
folhas de alcachofra apresentaram coloracao esverdeada devido a coloragdao do extrato e que
as suspensoOes contendo quitossomas (Figura 2, segunda linha) e TPP-quitossomas (Figura 3,

segunda linha) sdo mais opacas e menos translucidas.

Figura 2. Suspensdes de extrato de folhas de alcachofra em solucao de quitosana, com e sem
adicao de fosfolipidio, apos etapa de sonicacdo e antes da gelificacao idnica.

Controle 11,11% 16,00% 44,30% 100,00%

C/ fosfolipidio
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Figura 3. Suspensdes de extrato de folhas de alcachofra em solucao de quitosana, com e sem
adicao de fosfolipidio, apos gelificacao idnica pela adig¢do de tripolifosfato de sodio.

Controle 11,11% 16,00% 44,30% 100,00%

C/ fosfolipidio

Na caracterizagao das suspensoes estudaram-se as microparticulas de quitosana e TPP
sem adicdo de extrato (BQ), com adi¢do de 11% de extrato (Q11) e as TPP-quitossomas sem
adi¢do de extrato (BQL), com 11% de extrato (QL11) e com 100% de extrato (QL100). Com
excecdo do didmetro de particulas e potencial zeta em que todas as suspensdes foram

estudadas.

3.2 Caracterizacio das suspensoes

3.2.1 Morfologia

As micrografias obtidas por microscopia eletronica de transmissdo estdo apresentadas
na Figura 4. Nas imagens referentes as microparticulas de quitosana e TPP (Figura 4 - Al e
A2) observa-se regides mais escuras indicando provavel particula, porém sem contornos bem
definidos. Nas imagens referentes as TPP-quitossomas (Figura 4 - B1, B2 e B3), vesiculas
com apenas uma bicamada com contornos irregulares bem definidos e com tamanhos e
formas variados podem ser claramente observadas, micrografia semelhante a apresentada por
Tan e colaboradores (2016) em estudo envolvendo TPP-quitossomas carregadas com
licopeno, betacaroteno, luteina e cantaxantina. O contorno bem definido observado para as
TPP-quitossomas pode ser um indicativo de estrutura nucleo-casca, no qual o nucleo ¢

constituido pelo lipossoma e a casca pela quitosana reticulada com TPP.
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Figura 4. Micrografias obtidas por microscopia eletronica de transmissdo (MET) de (A)
microparticulas de quitosana e (B) TPP-quitossomas: (1) sem extrato e carregado com (2)
11% e (3) 100% de extrato. Barra de escala = 200 nm.

() ; i

(1)

()

(3)

3.2.2 Tamanho de particulas e potencial Zeta

O diametro médio das particulas ¢ um importante pardmetro a ser determinado por
exercer influencia diretamente na estabilidade, pois quanto maior o didmetro médio, maior a
tendéncia das particulas se aglomerarem e sedimentarem. A fim de verificar se houve
diferengas no diametro das particulas apos 5 meses de armazenamento sob refrigeracao
mediu-se a distribuicdo de tamanho das particulas no dia em que foram produzidas (dia 0) e
apos 5 meses. Como o diametro médio das particulas armazenadas aumentou, provavelmente

devido a aglomeracao, ndo foi possivel realizar sua determinagdo no mesmo equipamento
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utilizado no dia 0, devido a sensibilidade do mesmo, sendo portanto determinada por difragdo
a laser, metodologia capaz de medir particulas maiores.
Os resultados obtidos por ambas medi¢des e também pela determinagdo do potencial

Zeta (C) estao apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Anélise do diametro das particulas em suspensao e potencial Zeta

Amostra Diametro (Dia 0) Diametro apds 5 Potencial {
(um) meses (um) (mV)
BQL 1,83 +0,19° 8,21 £0,63° 18,13 0,78 *>°
COM QLI1 2,38+ 0,41 : 8,94+1,97% 18,96 + 0,70 %™
fosfolipidio QL16 2,46 +0,11* : 7,63 +1,07° 17,26 + 0,772
QL44 2,58 + 0,86 7,41 +0,90° 18,78 £ 0,79 %> ¢
QL100 3,05+0,22*° 9,87 +2,62° 16,16 +0,79°
SEM BQ 4,96 +1,65>°¢ 9,15+2,32% 22,55+0,87%>°¢
fosfolipidio Q11 5,04 £2,19%¢ 8,03 +0,33° 23,15+0,51°¢
Q16 7,70 £ 0,23 9.80+1,19° 2323 +£0,65¢

Resultados expressos em média = desvio padrao.
Parametros seguidos por letras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel
de confianga de 95% pelo teste de médias de Tukey.

Com base nos dados apresentados na Tabela 2, notamos que no dia em que foram
preparadas, o didmetro das particulas apresentou uma correlagdo positiva com o aumento do
teor de extrato encapsulado e que o didmetro médio das TPP-quitossomas sdo menores do que
aqueles mensurados nas particulas formadas sem adicdo de fosfolipidios. As TPP-
quitossomas apresentaram didmetro variando entre 4,96 um £ 1,65 um e 7,70 pum £ 0,23 um
enquanto o didmetro médio das microparticulas de quitosana com TPP variou de 1,83 pm +
0,19 pm a 3,05 um + 0,22 pum. Um dos possiveis fatores que acarretaram essa diferenga pode
estar relacionado com a morfologia apresentada pelas particulas, pois, o calculo de diametro
de particula ¢ valido somente para amostras esféricas. Os valores medidos para as particulas
de quitosana com TPP foram bastante superiores aqueles reportados na literatura para este
tipo de particula.

ApoOs armazenamento, pode-se observar um aumento significativo no didmetro das
particulas (8,64 um) obtidas por ambos os métodos, evidenciando aglomeragdao. A
distribuicdo do didmetro de todas as particulas estudadas tanto no dia 0 quanto apds 5 meses

de armazenamento sob refrigeracao estdo apresentados na Figura 5.
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Figura 5. Distribui¢do de didmetro de (BQL) TPP-quitossoma vazia, (QL11)(QL100), TPP-
chitossomas com 11% e 100% de extrato de folhas de alcachofra, respectivamente, (BQ)
microparticulas de quitsana e TPP wvazias, (Q11) microparticulas de quitosana e¢ TPP
carregadas com 11% de extrato de folhas de alcachofra.
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Os pontenciais zeta ({) das dispersoes de particulas obtidas também estao apresentados
na Tabela 2, Essa medida esta relacionada com a estabilidade das dispersodes, pois indica a
magnitude das alteragdes nas cargas elétricas das superficies das particulas, que podem
contribuir para as forcas repulsivas entre elas e interferir na taxa de aglomeracdo (Kale,
Deodore, 2016). Sistemas com potenciais { com valores entre -30 mV e 30 mV apresentam
menor estabilidade devido a maior contribui¢do das forgas atrativas entre as particulas
(Oropeza, 2011). Os valores obtidos neste trabalho variam entre 16,16 mV = 0,79 mV e 18,96
mV + 0,70 mV para as TPP-chitossomas e de 22,55 mV + 0,87 mV a 23,23 mV =+ 0,65 mV
para as particulas sem adi¢do de fosfolipidios. A aglomeragdo observada nos ensaios apds
armazenamento estd de acordo com o previsto de acordo com o potencial { pois o potencial
medido para particula BQ, Q11 e Q16 foi mais préximo de 30 mV e apesar destas terem
apresentado um diametro médio inicial maior quando comparada as TPP-quitossomas, o que
teoricamente aumentaria a tendéncia delas de aglomerarem-se, passaram a ter didmetro
similar as demais particulas ap6s 5 meses de armazenamento.

Na andlise de variancia observada na Tabela 3, confirma-se que nem o modo de

formagdo das particulas em suspensdo e nem o teor de extrato de folhas de alcachofra
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influenciaram significativamente no didmetro médio das particulas apds armazenamento, pois
Fealculado € menor que Fipelado @0 nivel de significancia de 95%. Além disso, ha evidéncia
estatistica de que pelo menos uma das variaveis independentes estudadas exerceram efeito
significativo sobre o didmetro de particulas no dia zero, sobre o potencial { e sobre o indice de

instabilidade das suspensdes pois, Feaiculado € maior que Fiapelado-

Tabela 3. Analise de variancia (ANOVA) para modelos de primeira ordem para didmetro de

particula (Dia 0 e 5 meses), potencial Zeta e indice de instabilidade.

Fonte de Soma de Graus de Quadrado F F
Variaciio Quadrados Liberdade Médio caleulado tabelado
Diametro de particula (Dia 0)
Regressao 83,49 7 11,93
Residuo 16,47 16 1,03 11,59 > 2,66
Total 99,95 23 -
Diametro de particula (5 meses)
Regressao 20,20 7 2,88
Residuo 41,78 16 2,61 1,LI0 < 2,66
Total 61,98 23 -
Potencial {
Regressao 164,44 7 23,49
Residuo 43,33 16 2,71 8,67 > 2,66
Total 207,77 23 -
Indice de instabilidade
Regressao 0,29 4 0,07
Residuo 0,04 5 0,01 9,60 > 5,19
Total 0,33 9 -

Fatculado Maior que o Fiapelado @0 nivel de 95% de confianga.

3.2.3 Polimorfismo

O DRX (Difratograma de Raios X) ¢ utilizado para avaliar a estrutura primaria de
materiais cristalinos em escala atomica (Thandapani et al., 2017), os padrdes de difracao de
raios X das particulas liofilizadas estdo apresentados na Figura 6.

Observa-se que ndo houve formacdo de picos bem definidos para nenhuma das
particulas estudadas que apresentaram uma regido amorfa em 2-0 ao redor de 20, fato que
pode ser entendido como presenca de cristais imperfeitos pois a largura do pico esta
relacionada com o tamanho do cristalito e quanto mais definido e estreito o pico, maior a

cristalinidade (Jingou et al., 2011).
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Os difratogramas obtidos s3o semelhantes aos apresentados por Thansapani e
colaboradores (2017) para nanoparticulas de quitosana e TPP e também por Tessaro (2020)

para filmes de quitosana.

Figura 6. Difratograma de raios X das TPP-quitossomas com 11% e 100% de extrato de
folhas de alcachofra (QL11 e QL100, respectivamente) e microparticulas de quitosana e TPP
carregadas com 11% de extrato de folhas de alcachofra (Q11).
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3.2.4 Andlises térmicas

A andlise termogravimétrica ¢ utilizada para avaliar a estabilidade térmica e a perda de
massa de diferentes materiais de acordo com uma ampla faixa de temperatura aplicada (Yang
et al., 2015).

No termograma apresentado na Figura 7 € possivel comparar o decaimento térmico
das diferentes suspensdes de particulas obtidas neste trabalho e também dos materiais de
parede utilizados na formacao das particulas. Observa-se que o fosfolipidio apresenta duas
etapas de decaimento de massa, sendo a primeira em temperaturas entre 100 e 200 graus ¢ a
segunda, mais acentuada em temperaturas entre 250 °C e 480 °C aproximadamente,
estabilizando apds um decaimento de cerca de 90% em massa e que a quitosana apresentou
trés etapas de decaimento de massa, sendo a primeira em temperatura proxima a 100 °C, a

segunda e mais acentuada em temperaturas entre 280 °C e 330 °C com um decaimento suave
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em temperaturas superiores a 330 °C, ndo sendo possivel verificar uma estabilizagao do

decaimento em massa da quitosana no intervalo testado.

Figura 7. Decaimento de massa em fun¢cdo da temperatura determinada por analise
termogravimétrica para TPP-quitossoma vazia (BQL), TPP-quitossomas com 11% e 100% de
extrato de folhas de alcachofra (QL11 e QLI100, respectivamente), microparticulas de
quitosana e TPP vazias (BQ), microparticulas de quitosana e TPP carregadas com 11% de
extrato de folhas de alcachofra (Q11) e para fosfolipidio e quitosana livres.
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As particulas obtidas sem adicdo de fosfolipidio (BQ e Q11) se mostraram mais
estaveis do que as demais, com decaimento em massa maximo de cerca de 58% no intervalo
de temperatura testado, ndo havendo diferencga entre as particulas carregadas com extrato de
folhas de alcachofra e as particulas vazias (controle).

As TPP-quitossomas (BQL, QL11 e QL100) apresentaram estabilidade semelhante
entre si em temperatura de até cerca de 380 °C, em temperaturas superiores a esta, o teor de
extrato de folhas de alcachofra influenciou na estabilidade, sendo QL11 (decaimento de ~
62% em massa) a mais estdvel, QL100 (decaimento de ~ 71% em massa) a menos estavel e
BQL (decaimento de ~ 66% em massa) com estabilidade intermedidria.

A calorimetria diferencial de varredura ¢ um método essencial para avaliar o estado
fisico do material da parede e do nucleo, associando o comportamento do calor e diferentes
temperaturas, obtendo informagdes como temperatura de transicdo vitrea, temperatura de
fusdo e de cristalizagdo. Sendo frequentemente utilizada fara se obter informacdes

relacionadas a alteragdes conformacionais (Nollet, 2004).
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Estudou-se o termograma obtido por calorimetria diferencial de varredura de QL100
(Figura 8), pois esta foi a condigdo que propiciou maior encapsulacdo do material fitoterapico
sendo, portanto, a que sera utilizada em estudos futuros de aplicagdo em alimentos. A
temperatura de fusdo de QL100 ¢ 51,08 °C, ndo sendo observadas variagdes importantes em
temperaturas de refrigeragdo (cerca de 8 °C) e de congelamento, o que indica sua possivel

aplicacdo em uma ampla faixa de alimentos.

Figura 8. Termograma contendo o perfil térmico das (QL100) TPP-quitossomas com 100%
de extrato de folhas de alcachofra e do extrato de folhas de alcachofra livre.
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3.2.5 Estrutura quimica

A espectroscopia no infravermelho se baseia na frequéncia de vibragdo especifica que
as ligacdes quimicas das substancias possuem, chamados niveis vibracionais. Os espectros
obtidos sdo importantes para identificar grupos funcionais ou investigar mudancas estruturais
na amostra, em nivel molecular (Schalch, 2019; Dammak et al., 2017) relacionadas a
instabilidade oxidativa devido a formagdo de hidroperéxidos (primeiro produto da oxidagio)
entre 3200-3600 cm™ e de cetonas e aldeidos entre 1730-1750 cm™ (Haider et al. 2017).
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Picos largos e intensos sdo observados na faixa entre 1000-1200 cm ' e estdo
relacionados a vibragdo de estiramento simétrico e assimétrico dos grupos fosfato presentes
no TPP e vibragdo de alongamento C-O na quitosana e em compostos fendlicos presentes nos
extratos de folhas de alcachofra (Martins et al., 2012).

Observou-se também um decaimento na transmitincia de todas as amostras nas faixas
referentes a formacdo de hidroperdxidos, cetonas e aldeidos (Figura 9) e também uma banda
em 1548 cm™ que confirma a presenca da quitosana em todas as amostras (Esposto, 2021),
sendo um indicativo de que ocorreu a reticulacdo. Para a BQL e QL100 foram identificados
picos bem demarcados na regido entre 2750-3000 cm™ que foram menos intensos, mas
presentes para as demais amostras e em ~1700 cm™, que ndo foram identificados nas demais
amostras.

Em geral, os espectros obtidos sdo semelhantes aos apresentados na literatura por

Esposto (2021), Tessaro (2020) e Comunian (2017) para este tipo de particulas.

Figura 9. Espectro infravermelho de transformada de Fourier Termograma para (BQL) TPP-
quitossoma vazia, (QL11)(QL100), TPP-chitossomas com 11% e 100% de extrato de folhas
de alcachofra, respectivamente, (BQ) microparticulas de quitsana e TPP wvazias, (Q11)
microparticulas de quitosana e TPP carregadas com 11% de extrato de folhas de alcachofra.
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3.2.6 Estabilidade Fisica

Os indices de instabilidade das suspensdes foram determinados pelo equipamento
LUMiSizer® (Tabela 4), suas dispersdes foram tracadas como perfis de transmissdo
relacionados ao espago e¢ ao tempo ao longo do comprimento da amostra que estdo
apresentados nas Figuras 10 (BQe Q11)e 11 (BQL, QL11 e QL100).

A dispersao das suspensoes BQL (0,362 + 0,052) e QLI11 (0,372 £+ 0,028) nao
apresentaram diferencga estatistica entre si € mostraram-se mais estaveis do que as demais
particulas analisadas. BQ (0,787 + 0,179), Q11 (0,668 + 0,001) e QL100 (0,652 + 0,047)
também nao diferiram estatisticamente entre si.

Os perfis de transmissao de BQ e Q11 apresentaram alta transmissdao ¢ BQ possui
formato mais linear. Nos perfis de transmissdao de BQL, QL11 ¢ QL100 ¢ possivel observar
perfis de separagdo entre os componentes das particulas, indicando diferentes velocidades de
sedimentacdo (que também ocorreu em QIl1, porém em menor propor¢do) sendo mais

acentuado para Q100 que possui maior teor de extrato de folhas de alcachofra.

Tabela 4. Indice de instabilidade obtido por LUMiSizer para (BQL) TPP-quitossoma
vazia, (QL11)(QL100), TPP-chitossomas com 11% e 100% de extrato de folhas de
alcachofra, respectivamente, (BQ) microparticulas de quitsana e TPP wvazias, (QI1)

microparticulas de quitosana e TPP carregadas com 11% de extrato de folhas de alcachofra

Amostra Indice de Instabilidade
BQ 0,787 + 0,179°
BQL 0,362 + 0,052°
Q11 0,668 + 0,001°
QLI1 0,372 + 0,028?
QL100 0,652 +0,047°

Resultados expressos em média + desvio padrao.
Parametros seguidos por letras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si
ao nivel de confianca de 95% pelo teste de médias de Tukey.

Os fendmenos de instabilidade estdo intimamente relacionados a sedimentacao e
flutuacdo das particulas, ou a mudangas na distribuicdo do tamanho das particulas (por
exemplo, interagdo entre as particulas) seguidas pela migracao das particulas (Caddeo et al.,

2013).
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Figura 11. Espectro infravermelho de transformada de Fourier Termograma para (BQL)
TPP-quitossoma vazia, (QL11)(QL100), TPP-chitossomas com 11% e 100% de extrato de

folhas de alcachofra, respectivamente.
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4 Conclusao

A encapsulacao de extratos de folhas de alcachofra em microparticulas formadas por
gelificacdo i0nica de quitosana e TPP ¢ vidvel, ressaltando que particulas mais uniformes e
com maior capacidade de encapsulacdo do extrato foram obtidas quando fosfolipidio foi
adicionado com formacdo prévia de lipossomas envolvendo o extrato e posteriormente
formando-se as TPP-quitossomas. Isso foi possivel devido a possibilidade de encapsular
compostos de diferentes polaridades em lipossomas, sendo que os lipofilicos permanecem na
bicamada e os hidrofilicos podem estar no interior das particulas ou incorporados na rede de
quitosana reticulada no TPP.

As microparticulas obtidas possuem caracteristicas interessantes para aplicacdo nas
industrias alimenticias por serem formadas por tecnologia GRAS (Geralmente Reconhecida
como Segura a Saude) que ndo emprega solventes organico e nem altas temperaturas durante

0 Processo.
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CAPITULO 6 Pesquisa de mercado de
sorbet funcional com efeito
simbiotico acrescido de
xilitol, L. gasseri e inulina




Resumo

A populacao mundial estd cada vez mais a procura de alimentos que promovam beneficios a
saude, tenham boa aceitagdo sensorial, sejam prontos para consumo e com rotulo limpo (clean
label). Neste sentido, o sorbet ¢ uma op¢ao de alimento capaz de atender a essa demanda pois
sdo prontos para consumo e elaborados basicamente com polpa de fruta adocada, possuindo
assim poucos ingredientes em sua formulagdo. Podendo também ser pouco caloricos quando
acrescidos de adogantes de baixa caloria. Esta pesquisa apresenta ao consumidor um sorbet
adicionado de particulas promotoras de satide com efeito simbiotico elaborada com produtos
naturais, o que garante a manutengdo do “clean label”. O sorbet ¢ um alimento ideal para a
adicao dos compostos bioativos, pois sua baixa temperatura de armazenamento contribui para
a manuten¢ao dos mesmos por um longo periodo. Nesta pesquisa de mercado, realizada
online, foi avaliado o perfil de possiveis consumidores de sorbet funcional com efeito
simbiotico utilizando a plataforma Google Forms com divulgacdo por meio de redes sociais e
listas de e-mail. O questiondrio, respondido por 339 voluntarios, constava de 26 perguntas
divididas em trés grupos “Um pouco sobre voc€”, “Sobre seus padrdoes de consumo” e
“Intencdo de compra”. A maior parte dos voluntdrios (82,79%) relataram ter o hébito de
consumir alimentos industrializados considerados saudéaveis, 85,16% afirmaram que
comprariam um sorbet funcional acrescido de xilitol e microcapsulas de Lactobacilos gasseri
e extrato de folhas de alcachofra e 91,39% disseram que o fato de saber que este sorbet tem
compostos naturais promotores de saude faria com que escolhessem esse sorbet em
detrimento dos tradicionais. As respostas obtidas neste trabalho de pesquisa sugerem que o
sorbet funcional com efeito simbidtico terd grande aceitacdo pelos consumidores. Esta
pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (FZEA/USP)

sob o numero CAAE 42925221.7.0000.5422.

Palavras-chave: Alimento Funcional. Microparticulas. Prebidtico. Probidtico.
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1 Introducao

Os consumidores estdo cada vez mais cientes de que o que comem impacta
diretamente em sua saude, tanto de forma negativa quanto positiva € que portanto uma dieta
variada rica com alimentos nutritivos associada com um estilo de vida saudével esta associada
a melhor qualidade de vida e longeividade (Fadnes et al., 2022, Diaz, Fernandez-Ruiz,
Camara, 2020; Wong, Lai, Chan, 2015). Neste cendrio os alimentos funcionais estdo
ganhando cada vez mais notoriedade.

O conceito de alimentos funcionais foi introduzido no Japao em meados da década de
vinte, pois 0 governo japonés tinha como objetivo desenvolver alimentos que promovessem
beneficios a saude de modo a proporcionar menores gastos a saude publica, em vista da
elevada expectativa de vida no pais. Assim, iniciaram-se as pesquisas em busca de alimentos
com a mesma experiéncia sensorial proporcionada pelos alimentos convencionais, que fossem
praticos de serem consumidos no dia a dia e que seu consumo esteja realacionado a beneficios
a saude tanto na prevengao quanto como auxiliar no tratamento de diversas doengas, além de
exercerem as fungdes nutricionais basicas (Martirosyan, Lampert, Ekblad, 2022; Bigliardi,
Galati, 2013; Stringheta et al., 2007). Além disso, estes alimentos devem receber o titulo de
GRAS (Geralmente Reconhecidos como Seguros a Satude, do inglés Generally Recognized As
Safe), o que se refere ao que oferece pouco ou nenhum risco a satide dos consumidores apds a
ingestao (Penner et al., 2005; Ranadheera et al., 2010).

No Brasil a legislagio ndo define alimento funcional, mas sim a alegacao de
propriedade funcional e de propriedade de saude, de modo a estabelecer as diretrizes para sua
utilizagdo. As diretrizes permitem alegagdes funcionais que estejam relacionadas com o papel
fisiologico no crescimento, desenvolvimento e funcgdes normais do organismo, além de
alegacdes sobre a manutencao geral da saude e reducao de risco de doencas, contudo, ndo ¢
permitido declaracdo de que o alimento ¢ referente a cura ou prevencao de doengas (BRASIL,
1999a). Desta forma, alimentos enriquecidos com probidticos e/ou prebioticos podem conter
alegacdo de alimento com propriedade funcional desde que sejam realizados estudos
comprobatorios dos beneficios alegados.

Probioticos, acidos graxos poliinsaturados (PUFAs), prebioticos, vitaminas, proteinas,
fibras e antioxidantes estdo entre os ingredientes funcionais mais comuns na industria
alimenticia (Granato et al.,, 2020). Os probidticos sdo bactérias vivas que, quando

administradas em quantidades suficientes, proporcionam beneficios a satde (FAO/OMS,
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2001), sendo as bactérias do acido latico os probidticos mais amplamente utilizados (Singh;
Bhushan, Vij, 2020). A ingestdo de probidticos esta relacionada com diversos beneficios a
saude tais como alivio dos sintomas de intolerancia a lactose, propriedades anticancerigenas,
tratamento de doencgas inflamatorias intestinais, sindrome do intestino irritavel, diarréia,
estimulacdo da absor¢do de calcio, reducdo do colesterol no sangue, infecgdes do trato
respiratdrio, constipagdo, infecgdes do trato urindrio, sintese de vitaminas, dentre outros
(Kerry et al., 2018; Nagpal et al., 2012).

O Lactobacillus gasseri foi descrito como um probidtico multifuncional, que possui
tolerancia aos acidos biliares e, dessa forma, ¢ uma das espécies dominantes no intestino
humano. Vérios beneficios para a saide foram atribuidos a este probidtico por meio de
agentes antimicrobianos e imunomodulagdo (Fujiwara et al., 2001; Takahashi et al., 2006). No
contexto da recente pandemia de COVID-19, de acordo com Morais et al. (2020), existem
alternativas relacionadas a terapia nutricional que podem auxiliar no controle da infec¢ao, por
meio do uso de L. gasseri e baixo teor de purina na dieta, os quais melhorariam o sistema
imunologico e enfraqueceriam a replicagcdo viral, de modo a auxiliar no tratamento desta
doenca viral.

Prebidticos foram inicialmente descritos por Gibson e Roberfroid (1995), como sendo
um ingrediente alimentar ndo digerivel que afeta beneficamente o hospedeiro ao aumentar
seletivamente o crescimento/atividade de uma ou um nimero limitado de bactérias no célon, e
assim melhorar a saude do hospedeiro. Esta definicao foi atualizada e ampliada em 2010 de
forma a incluir também outros compostos, passando a serem definidos como sendo um
ingrediente seletivamente fermentado que resulta em alteracdes especificas na composi¢ao
e/ou atividade da microbiota gastrointestinal, conferindo assim beneficio(s) a saude do
hospedeiro (Gibson et al., 2010). Os principais objetivos do consumo de prebidticos ¢
fornecer substrato seletivo para o desenvolvimento de bifidobactérias que sdo capazes de
degradar diversos carboidratos complexos, auxiliar na regulacdo da microbiota intestinal e
também na recoloniza¢do da mucosa intestinal, apds tratamento com antibidticos (Bock et al.,
2021; Suarez, 2013). De acordo com a visdo do mercado global, a demanda comercial do
prebidtico esta crescendo e deve atingir US$ 8,5 bilhoes até 2024 (Hlalukana et al., 2021).

A inulina é um prebidtico caracterizado como um polissacarideo vegetal do tipo
frutilico que tem adquirido valor como um nutriente natural com boa biocompatibilidade, de
baixo custo e de imediata disponibilidade. Além disso, tem a capacidade de melhorar o sabor

dos alimentos dispondo de varias fungdes fisiologicas, como a redugdo do agucar e gordura no
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sangue, propriedades anticancer, regulacdo da microbiana intestinal, promog¢do da absorc¢do
mineral e de vitaminas (Wan et al., 2020).

A fim de conciliar dois dos ramos crescentes do mercado alimenticio, o dos alimentos
funcionais e dos gelados comestiveis (Silva, Azevedo, Coelho, 2016), houve a necessidade de
desenvolver um produto que atenda ao novo nicho de consumidos conscientes, que almejam
por produtos saudaveis, nutritivos, funcionais e prontos para consumo. Neste cenario, o sorbet
ganha visibilidade quando ado¢ado com edulcorantes de baixa caloria, como o xilitol que ¢
um edulcorante de origem natural que vem se destacando por apresentar seu metabolismo
independente da insulina, valor caldrico reduzido, efeito anticariogénico (Maia et al., 2008) e
baixo indice glicémico (Elamin et al., 2012), sendo, portanto, indicado do tratamento de
obesos, diabéticos e até mesmo na nutricao parenteral (O'donnell, Kearsley, 2012). Além dos
beneficios conferidos a saude, o xilitol também apresenta propriedades tecnologicas atuando
como agente encorpante e inibidor da cristalizacao (Nabors 2002).

Segundo a Portaria n°® 379 de 26 abr. de 1999 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria — ANVISA (Brasil, 1999b), sorbets sdao produtos elaborados basicamente com
polpas, sucos ou pedacos de frutas e agucares, podendo ter adi¢ao de outros ingredientes
alimentares. Sorbets sdo alimentos de baixa caloria principalmente devido ao fato de sua
formulagdo ndo contar com adicdo de leite e de qualquer tipo de gordura (Goff, Hartel, 2013).
O sorbet, além de ser um alimento refrescante, leve, adequado para pessoas que sofrem com
alergias ou intorelancia a lactose ou proteina do leite de vaca, sdo execelentes transportadores
de prebioticos (Palka, Skotnicka, 2022, Marinho et al., 2019, Szydtowska, Kotozyn-
Krajewska, 2019, Oliveira, Souza, Monteiro, 2008). Estudo realizado pelo Instituto Noa
(2020) estima que 35% da populacdo brasileira apresenta algum tipo de desconforto digestivo
apo6s o consumo de leite e seus derivados.

Os alimentos simbidticos sdo aqueles que promovem uma associagao entre probidticos
e prebidticos, apresentando diversos efeitos benéficos a saude, podendo, por exemplo, ajudar
no controle e tratamento de individuos com diabetes, restringindo a glicemia de jejum e no
controle de outras doengas cronicas (Bock et al., 2021; Mofid et al., 2020), atuam também na
prevencdo e gestao da obesidade por meio da modulagdo da microbiota intestinal (Vallianou
et al., 2020). Neste sentido este trabalho propde o desenvolvimento de um sorbet simbidtico
adicionado de particulas contendo inulina e L.gasseri.

Diante a tantos beneficios desses compostos bioativos, tem se estudado uma forma de

protegé-los contra possiveis danos acarretados pelo armazenamento prolongado,
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processamento dos alimentos em que sdo empregados e condi¢cdes do trato gastrointestinal
pois os beneficios para a saude das culturas probiodticas dependem de sua capacidade de
sobreviver ao transito pelo trato gastrointestinal superior, coloniza¢do e crescimento no
intestino do hospedeiro (Bhat et al., 2015). Para garantir que os probidticos sobrevivam a
todas estas interpéries, pesquisadores tém estudado a encapsulagdo de uma extensa gama de
probidticos e diversos outros bioativos obtendo resultados promissores em simulagdes in vitro
(Gharibzahedi, Smith, 2021). Ademais, pesquisadores relatam que o coencapsulamento de
mais de um composto bioativo fornece o efeito sinérgico com melhor bioatividade e
funcionalidade do que quando isolados, o que vai de encontro ao alimento proposto neste
trabalho que ¢ enriquecido com particulas simbioticas (Misra, Pandey, Mishra, 2021).

A pesquisa do consumidor tem desempenhado um papel fundamental na industria de
alimentos e bebidas, desde para testes de produtos de laboratdrio para até servigos de testes
corporativos, que usam uma extensa escola de andlises e indicadores para aferir as respostas
dos consumidores aos produtos e/ou conceitos (Moskowitz, Saguy, 2013). De acordo com
Eynon, Fry e Schroeder (2008) a internet se tornou o “laboratorio para as ci€ncias sociais” o
que justifica, em partes, a crescente na realizacao de pesquisas de mercado online. Embora
pareca mais simples a aplicagdo da pesquisa online, esta deve ser realizada de forma
equilibrada e que contenha perguntas com respostas éticas, devendo existir uma orientacao
moral para o desenvolvimento do estudo (Germain et al., 2017).

Buscando caracterizar possiveis consumidores de sorbet funcional e de alimentos
funcionais ricos em probidticos e/ou prebioticos, bem como suas preferéncias de consumo,
realizou-se uma pesquisa de mercado online. Identificando as preferéncias e motivagdes que

os levam a adquirir e a consumir este tipo de alimento.

2  Material e Métodos

2.1 Realizacio da pesquisa

A abordagem utilizada para a pesquisa de mercado foi um questionario online
elaborado na plataforma Google Forms, divulgado pelas redes sociais como Facebook,
WhatsApp, Linkedln, Instagram e listas de e-mails. A pesquisa foi amplamente divulgada por
um periodo de 14 dias, iniciando no dia 23/02/2021 (terga-feira) as 14:30 h e encerrando no

dia 08/03/2021 (segunda-feira) as 14:30 h. Para o levantamento dos dados utilizou-se uma
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pesquisa descritiva direta e estruturada por meio de amostragem aleatdria simples, através da
aplicacdo de questionario online.

Todos os consumidores, ao clicarem no /ink que os direcionava para o questionario,
tiveram acesso ao termo de consentimento livre e esclarecido, no qual foram esclarecidos que,
ao apertarem o botdo continuar, concordariam com sua participagdo na pesquisa. Neste termo
foi informado que todas as respostas seriam andnimas e que caso desejassem interromper sua
participagcdo na pesquisa, poderiam fazé-la a qualquer instante sem que fossem penalizados
(as) de forma alguma. Também foi disponibilizado um /ink para que pudessem ter acesso ao
termo de consentimento livre e esclarecido assinado pela pesquisadora responsavel.

O questionario constituido de 26 perguntas com tempo estimado para resposta de 10
min, foi apresentado em trés sessoes de perguntas denominadas como: “Um pouco sobre
voce”, “Sobre seus padroes de consumo” e “Inten¢do de compra”. A transcricdo deste
questionario esta apresentada no Apéndice B.

As perguntas do primeiro grupo, “Um pouco sobre vocé€”, buscaram caracterizar os
participantes da pesquisa em relacao a identidade de género, faixa etéria, pratica de atividades
fisicas, regido em que habitavam, se possuiam filhos, presenga de doenga cronica pré-
existente, grau de escolaridade, renda familiar mensal e quantas pessoas dependiam desta
renda.

No segundo grupo de perguntas, “Sobre seus padrdoes de consumo”, buscou-se
conhecer os participantes da pesquisa em relagdo a frequéncia de consumo de sorvetes,
sorbets ou sobremesas congeladas, consumo de alimentos industrializados, gatilhos para
compras, conhecimentos sobre produtos probioticos, prebiodticos, simbidticos e os beneficios
de seu consumo.

No terceiro e ultimo grupo de perguntas, “Intencao de compra”, como o proprio titulo
diz, buscou-se saber se estes voluntarios seriam potenciais consumidores de sorbet funcional
acrescido de microcapsulas de L. gasseri e extrato de folhas de alcachofra rico em inulina, um
prebiotico natural. Os participantes da pesquisa também foram questionados em relagdo a
preferéncia de sabor para o referido alimento, tamanho da por¢ao que estariam dispostos a
comprar e valor que estariam dispostos a pagar.

Ressalta-se que esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Humanos (CEPH/FZEA/USP) no dia 19 de fevereiro de 2021 sob o numero CAAE
(Certificado de Apresentagdo de Apreciagdo Etica) 42925221.7.0000.5422.
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2.2 Analise dos dados

Todos os dados obtidos foram tabulados em planilhas e as repostas analisadas em
relacdo a frequéncia que selecionadas pelos vonluntérios participantes da pesquisa.

As respostas dadas pelos provadores a perguntas abertas foram agrupadas em
categorias além de analisadas em relagdo a frequéncia em que foram citadas, foram
apresentadas na forma de nuvens de palavras que foram contruidas com auxilio da plataforma
gratuita de auxilio a educacdo Mentimeter que pode ser acessada no endereco
https://www.mentimeter.com. As nuvens de palavras foram construidas a fim de facilitar a
visualizac¢ao deste resultado em vez que o tamanho em que as palavras aparecem na imagem

sdo diretamente proporcionais a frequéncia em que foram citadas.

3 Resultados e Discussao

O formulario online que deu origem a este trabalho foi acessado por 339 individuos e,
apos a leitura do termo de consentimento livre e esclarecido, apenas 2 pessoas optaram por
ndo continuar. Dos 337 voluntarios que optaram por seguir participando da pesquisa, todos
responderam a totalidade das perguntas, ndo havendo nenhuma abstencao, mesmo tendo sido

informados de que isso poderia ser realizado sem qualquer 6nus.

3.1 Caracteristicas Demograficas

A Figura 1 apresenta os dados completos em relagdo as caracteristicas demograficas
dos particupantes da pesquisa, expressos em porcentagem.

Com base na Figura 1 pode-se inferir que os participantes da pesquisa foram em sua
maioria, mulheres cisgéneras, entre 18 e 29 anos, residentes na regido sudeste brasileira, que
nao tém filhos, doengas cronicas ou restricdes alimentares.

Em relacdo a pratica e exercicios fisicos, escolaridade, renda e divisao de residéncia

ndo houveram respostas que se destacaram.
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Figura 1. Caracteristicas demograficas dos voluntarios participantes da pesquisa online

Homem ciscénero
Mulher cisgénera
Homem transgénero
Mulher transgénera
Nao-binario

Outros

18-29 anos
30-39 anos
40-49 anos
50-59 anos
mais de 60 anos

Nunca pratica atividade fisica
Pratica 1 vez por semana

Pratica 2 vezes por semana
Pratica 3 vezes por semana
Pratica so nos finais de semana
Pratica atividade fisica diariamente

Reside na regiao Norte
Reside na regiao Nordeste
Reside na regiao Centro-Oeste
Reside na regiao Sudeste
Reside na regiao Sul

Nao reside no Brasil

Tem filhos
Nao tem filhos

Possui doenga cronica
Nao possui doenga cronica

Ensino Fundamental completo
Ensino Médio incompleto
Ensino Médio completo

Nivel superior incompleto
Nivel superior completo
Pos-Graduagao

Até 1.5 salario minimo

De 1.5 a 3 salarios minimos
De 3 a 4.5 salarios minimos
De 4.5 a 6 salarios minimos
De 6 a 10 salarios minimos
De 10 a 30 salarios minimos
Acima de 30 salarios minimos

21,07%
0300 73,59%
.30%
1,78%
0,30%
2,97%

54,01%
] 7.51%

11,57%

11,87%
= 5,04%
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. 13.10%
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0,00%

8,61%
E 4,15%
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F 1,19%
F 1,19%

10,39%
31,45%

26,11%
29,67%

11,57%
18,99%
18,10%
13,35%
17,80%
19,29%

(continua...)
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(... continuagao)

Mora sozinho(a) 11,87%
Mora com uma pessoa 23.15%
Mora com duas pessoas 25.22%
Mora com trés pessoas 23.74%

Mora com quatro pessoas = 10 98%
Mora com cinco ou mais pessoas = 5.04%

Intolerancia a lactose w10 39%
Alergia alimentar ao leite de cabra = 3.56%
Intolerancia ao gluten | 0,89%
Vegetarianismo } 0,89%
Nao possui estas restrigoes alimentares 82,79%

3.2 Habitos de consumo

A primeira pergunta desta secdo foi relacionada a frequéncia de consumo de sorvete,
sorbet ou outras sobremesas congeladas, obtendo como resposta que 46,59% dos
entrevistados consomem estes alimentos somente nos finais de semana, 29,08% relataram
consumir apenas uma vez na semana e 9,50% reportaram nao costumar consumir este tipo de
alimento.

Em relacdo ao consumo de alimentos industrializados, 82,79% dos entrevistados
relataram ter o hébito de consumir alimentos industrializados considerados saudaveis e
57,57% ja comprou algum alimento apenas pelo fato de o rotulo alegar algum beneficio a
saude. Na sequéncia o questionario apresentava uma pergunta aberta sobre quais foram os
alimentos que eles ja haviam comprado pelos beneficios a saude alegados, sendo possivel
inserir quantas e quais palavras desejassem, e as respostas que mais apareceram foram iogurte
(16,67%), barras de cereal, fibras castanhas e granola com 10,19% das respostas cada. A
Figura 2 apresenta uma nuvem de palavras contendo todas as palavras que apareceram como
resposta a esta pergunta. A propor¢do de tamanho entre as palavras na imagem ¢ relativo ao
namero de vezes que foram citadas, ou seja, quanto maior a frequéncia de mengao, maior o
tamanho da palavra na representagao.

Mais de oitenta por cento dos entrevistados (81,60%) afirmaram ter conhecimento
sobre o que sdao alimentos probidticos € dos beneficios a saide em decorréncia do consumo
destes alimentos, 90,80% afirmaram que comprariam algum produto por conter probidticos.

Em relagdo ao conhecimento sobre alimentos prebidticos e dos beneficios de seu consumo, as
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respostas afirmativas cairam para 62,31% e em relacdo ao conhecimento sobre alimentos
simbidticos as respostas positivas foram de apenas 35,01%. No entanto, apds serem
apresentados as definigdes de alimentos prebidticos e de alimentos simbidticos bem como dos
beneficios a saude em decorréncia do consumo destes alimentos, 87,83% dos voluntarios

sinalizaram que comprariam algum produto com alegagdo prebioticos e 59,35% comprariam

alimentos simbioticos.

Figura 2. Nuvem de palavras citadas pelos voluntarios quando perguntados sobre quais
alimentos se lembravam ter comprado sé pelo fato de o rotulo alegar beneficios a saude
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As nuvens de palavras apresentadas nas Figuras 3 e 4 apresentam, respectivamente, as
palavras mencionadas pelos entrevistados em perguntas aberta sobre alimentos probioticos e
prebidticos que estes ja consumiram. Nestas respostas o participantes também poderiam citar
quantas e quais palavras quisesse, nao foram impostas limitagdes. Dentre os probioticos, os
alimentos mais citados foram iogurte (20,77%) e leite fermentado (24,64%); dentre os
prebidtcos o mais citado foi aveia (9,35 %), varios outros alimentos apresentaram frequéncia
similar dentre eles, conforme pode ser observado na Figura 4.

Como as respostas para estas perguntas eram livres, a palavra “ndo” apareceu com
bastante frequéncia, sendo a mais mencionada para ambas as perguntas (30,92 % das
respostas em relacdo aos alimentos probidticos ja consumidos e 42,06 % em relacdo aos
alimentos prebioticos ja consumidos) provavelmente indicando que ndo se lembravam de ja

terem consumido ou realmente nunca consumiram algum alimento pertencente a estas
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categorias. A palavra “ndo” foi o unico termo citado pelos entrevistados que nao foi incluido

nas nuvens de palavras das Figuras 3 ¢ 4.

Figura 3. Nuvem de palavras contendo as palavras citadas pelos voluntarios quando
questionados sobre quais alimentos probidticos ja haviam consumido.
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Figura 4. Nuvem de palavras contendo as palavras citadas pelos voluntarios quando
questionados sobre quais alimentos prebidticos ja haviam consumido.
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Com base nas Figuras 3 ¢ 4 podemos inferir que, apesar de uma menor fragao de
voluntérios ter relatado conhecimento sobre alimentos prebidticos em relacdo aqueles que
relataram ter conhecimento sobre alimentos probidticos, a variedade de alimentos prebidticos
j& consumidos pelos provadores foi superior em 250% a de alimentos probioticos.

A tltima pergunta desta secdo foi “Vocé sabe o que € sorbet?” 59,35% das respostas
foram afirmativas. Estes resultados sugerem que a populagdo ja estd habituada ao consumo de

sobremesas congeladas e de alimentos industrializados, além de estarem familiarizados com
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os conceitos de alimentos pro e prebidticos e dos beneficios de seu consumo, o que diminui a

barreira de entrada no mercado do alimentos simbidtico proposta nesta pesquisa.

3.3 Intenc¢io de compra

Grande parte dos entrevistados (85,16%) afirmaram que comprariam um sorbet
funcional acrescido de xilitol e microcapsulas de L. gasseri (probidtico) e extrato de folhas de
alcachofra (rico em inulina, um prebidtico natural) e 91,39% assinalaram resposta indicando
que o fato de saber que este sorbet tem compostos naturais que podem promover beneficios a
saude faria com que escolhessem este sorbet em detrimento dos tradicionais.

Ao serem informados de que os compostos promotores de satde adicionados
possivelmente ndo irdo interferir no sabor do sorbet € indagados sobre qual sabor favoreceria
sua compra, morango foi o que obteve o maior nimero de votos (28,96%), seguido por acai
(18,21%), abacaxi (17,19%), limao (16,40%) e uva (11,99%), sendo kiwi (7,24%) o sabor que
obteve a menor porcentagem dos votos. Nesta pergunta, os voluntarios poderiam selecionar
mais de um sabor e com isso obtive-se uma média de 2,62 votos por pessoa.

Cerca de dois tercos dos voluntarios demonstraram maior interesse em encontrar esse
produto em porg¢des individuais (150 mL) em detrimento de porgdes de 1,5 ou 2 litros,
estando disposto a pagar entre R$ 3,60 e R$ 4,50 por unidade individual e entre R$ 20,00 e
R$ 29,00 por embalagens de 1,5 ou 2 litros.

Nesta secdo também havia uma pergunta em relacdo a qual outro alimento os
participantes desta pesquisa gostariam de encontrar em uma versao mais saudavel, adicionada
de probioticos e/ou prebiodticos. Esta foi uma pergunta aberta, de resposta livre e o alimento
mais citado foi sorvete (11,11%), seguido de sucos (9,26%) e iogurte (8,64%). Todas as
palavras citadas em resposta a esta pergunta estdo representadas na nuvem de palavras
apresentada na Figura 5, quanto maior o tamanho da palavra representada, maior o nimero de
vezes em que foi citada.

Nota-se na Figura 5 que muitas das palavras citadas referem-se a doces e sobremesas,
totalizando 37,65% das respostas, classe essa em que o sorbet esta inserido, a segunda classe
de produtos mais citada na somatéria foram os derivados de leite com 19,14%. Além disso,

2 ¢

foram citadas palavras que ndo remetem a alimentos como “ndo sei”, “nenhum”, “probidtico”

193



e “em po”. Foram citados também alimentos de consumo diario dos brasileiros como arroz,

feijao e café, além de algumas frutas como morango, maracuja e a propria palavra “frutas”.

Figura 5. Nuvem de palavras contendo as palavras citadas pelos voluntarios quando
questionados sobre quais alimentos gastariam de encontrar em uma versao mais saudavel.
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3.4 Correlacoes

Foram encontradas algumas correlagcdes importantes entre as respostas dadas pelos
voluntarios participantes desta pesquisa.

Em relagdo ao género, 61,30% das mulheres afirmaram ja ter comprado algum
alimento s6 pelo fato de o rotulo alegar beneficios a satde, enquanto entre os homens esse
nimero caiu para 48,60%. Em relacdo a intencdo de compra de sorbet funcional acrescido de
xilitol e microcapsulas de L. gasseri e extrato de folhas de alcachofra, 88,10% das mulheres
demonstraram interesse na compra, entre os que se definiram como outros ou ndo bindrio esse
percentual foi de 63,60 % e entre os homens foi de 51,40 %.

Em relagdo a idade, 71,80% dos voluntarios entre 40 e 49 anos afirmaram ja ter
comprado algum alimento s6 pelo fato de o rétulo alegar beneficios a saude, seguido dos mais
jovens, entre 18 e 29 anos com 62,10%. A pratica de exercicios fisicos influenciou a resposta

dos entrevistados em relagdo ao conhecimento sobre alimentos probidticos e prebiodticos e dos
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beneficios de seu consumo, sendo maior entre aqueles que afirmaram praticar exercicio fisico
diariamente.

Mais de 87% dos participantes da pesquisa alegaram possuir ensino superior completo
ou incompleto e destes, cerca de um terco alegou ter poOs-graduacdo. Este grau de
escolarizagdo ndo condiz com a média brasileira em que, de acordo com dados reportados
pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, apenas 21,4% dos brasileiros possuem
nivel de instrucdo de ensino superior completo ou incompleto (Brasil, 2019). Este recorte
populacional ndo intencional pode ter feito com que os resultados nao representassem a
populacdo brasileira de forma geral. Ao analisar as respostas ao questionario buscando
correlagdes envolvendo o grau de escolaridade, observou-se que dentre os participantes com
maior grau de escolaridade, foi maior a porcentagem daqueles que alegaram ja ter comprado
algum alimento s6 pelo fato de o rétulo alegar beneficios a saude. Observou-se também que,
dentre aqueles com maior grau de escolaridade, houve uma maior porcentagem de respostas
afirmativas em relagdo ao conhecimento sobre alimentos probiodticos e dos beneficios de seu
consumo ¢ em relagdo a intencdo de compra de produtos acrescidos de probidticos. No
entanto, a mesma correlacao nao foi observada em relacdo as perguntas envolvendo alimentos
prebioticos e simbioticos. Ademais, informa-se que nao houve questionamento sobre a area de
formagao dos voluntérios entrevistados.

Sendo assim, com base nos dados obtidos, infere-se que o publico-alvo deste produto

sdo mulheres em duas diferentes faixas etarias, entre 18 e 19 anos e entre 40 e 49 anos.

4 Conclusao

As respostas dadas pelos 337 voluntirios que participaram da pesquisa em sua
totalidade sugerem que o sorbet funcional com efeito simbiodtico acrescido de xilitol, L.
gasseri e extrato de folhas de alcachofra tera grande aceitagdao pelos consumidores pois, ndo
possuird em sua formulacdo ingredientes de origem animal ou que usualmente estdo
relacionados a alergia alimentar, além de os consumidores habitualmente ja& consumirem
sobremesas congeladas e alimentos industrializados que promovam beneficios a satde.

Ressalta-se que, quando os voluntarios foram questionados, em pergunta aberta, sobre
quais alimentos gostariam de encontrar em uma versdao mais saudavel, muitas das respostas
referiram-se a doces e sobremesas ou a frutas, o que vai de encontro com o alimento proposto

neste trabalho que ¢ sobremesa congelada a base de fruta, de baixa caloria e promotor de
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saude. O que ndo exclui a necessidade de um teste de aceitagdo sensorial do produto apos sua
elaboracdo, pois nesse questionario assumiu-se que a adi¢cdo das microparticulas simbioticas

nao alteraria a percepgao sensorial do produto.
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CAPITULO 7 Desenvolvimento e aceitacao
sensorial de sorbet funcional
contendo microparticulas
fitoterapicas




Resumo

Nas duas ultimas décadas, com o advento e crescente das industrias alimenticias e da
alimentagdo rapida, o nimero de obesos no Brasil vem aumento representando atualmente
mais de um quarto da populacdo adulta. Como a busca por alimentos hiperpalataveis e prontos
para consumo ¢ crescente, pesquisas tém se intensificado em busca de desenvolver alimentos
funcionais que atendam essa necessidade da populacdo sem acarretar em danos para a saude,
pois sabe-se que a obesidade esta relacionada a véarias doengas comuns da populagdo
brasileira. Neste sentido, este trabalho buscou desenvolver um sorbet funcional de morango
adocado com xilitol de enriquecido com microparticulas contendo extrato de folhas de
alcachofra que ¢ um fitoterapico reportando como tendo varios beneficios a saude, sendo,
portanto, uma sobremesa saudavel e benéfica para a satide. Estudou-se a elaboracao do sorbet
com dois tipos de particulas lipidicas solidas obtidas por tecnologia supercritica e TPP-
quitossomas obtidas por gelificagdo ionica. O sorbet obtido foi caracterizado por meio de
analises fisico-quimicas, reoldgicas, microbioldgicas e sensoriais. Realizou-se também
ensaios de digestibilidade in vitro. A formulagdo do sorbet influenciou significativamente na
composicao centesimal, nas propriedades reologicas e na aceitacdo sensorial. Em relagdo a
aceitacdo sensorial, em uma escala hedonica de 9 pontos, na qual 9 indica ‘“gostei
extremamente” e 1 “desgostei extremamente”, o sorbet adogado com xilitol sem adi¢do de
particulas foi avaliado em média como “gostei muito” (8), entretanto quando enriquecido com
as particulas funcionais, apenas cor e textura foram avaliados entre “gostei muito” e “gostei
moderadamente” (7) enquanto os demais pardmetros foram avaliados em média como
“desgostei ligeiramente” (4). Em uma escala de cinco pontos com extremos de 5 (certamente
compraria) e 1 (certamente ndo compraria), a intencdo de compra do sorbet adogado com
xilitol, mas sem adi¢do de particulas funcionais foi de 4,82, no entanto, a intengdo de compra
caiu para 2,38 e 2,53 para os sorbets enriquecidos TPP-quitossomas e particulas lipidicas

solidas, respectivamente.

Palavras-chave: sobremesa gelada, morango, prebiotico, alcachofra, alimento promotor de

saude.
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1 Introducao

Frutas e vegetais sdo alimentos sdo ricos em fitoquimicos que desempenham um papel
protetor em varias doencas cronicas (Esparza et al, 2020; Jiménez-Moreno et al., 2020). No
entanto, suas partes que geralmente ndo sdo consumidas e sdo consideradas subprodutos ou
residuos, como sementes, cascas e folhas também contém muitos compostos bioativos
(Pattnaik et al., 2021), como ¢ o caso das folhas de alcachofra. Os compostos bioativos
recuperados podem ser usados como ingredientes para fortificar produtos alimenticios,
tornando-os funcionais (Norfezah, Hardacre, Brennan, 2011). De acordo com trabalho de
revisdo realizado por Salem e colaboradores (2015) os extratos de folhas de alcachofra
apresentam diversos beneficios a saude tais como efeitos hipoglicémico, anticolesterolémico,
hepatoprotetor, antioxidante, anti-aterosclerdtico, anti-HIV, coleréticoprebiotico e anti-
inflamatorio além de estar relacionado a prevengdo de cancer e auxiliar na satde
cardiovascular e digestiva.

O Japao foi um dos primeiros paises a regulamentar os suplementos alimentares,
utilizando, em 1991, o termo FOSHU (Alimentos para Uso Especifico para Saude, do inglés
Foods for Specified Health Use), originando posteriormente o conceito de alimento funcional
(Santini et al., 2018). A industria de alimentos funcionais ¢ inovadora, caracterizada pelo
crescimento dindmico com langamento continuo de novos produtos (Topolska, Florkiewicz,
Filipak-Florkiewicz, 2021).

A legislagao brasileira, ndo define alimento funcional, mas sim alimentos contendo
alega¢do de propriedade funcional e de satide de modo a estabelecer as diretrizes para sua
utilizagdo. As diretrizes permitem alegagdes funcionais que estejam relacionadas com o papel
fisiologico no crescimento, desenvolvimento e funcgdes normais do organismo, além de
alegacdes sobre a manutencdo geral da saude e redugao de risco de doencas. No entanto, ndo ¢
permitida a declaracdo referente a cura ou prevencao de doencgas. Desta forma, o alimento ou
ingrediente defende possuir propriedades funcionais e/ou de satide, além de fung¢des basicas,
devendo ser seguro para consumo sem a supervisao médica (Brasil, 1999b).

Durante o processamento e armazenamento dos alimentos funcionais, ha um alto risco
de degradacdo dos compostos bioativos ou de interagdes adversas entre estes compostos
nutracéuticos e as substancias presentes na matriz alimentar, que podem resultar em alteragdes
relacionadas as propriedades sensoriais ¢ vida de prateleira dos produtos alimenticios (Chen,

Hu, 2020). Outro possivel fator limitante do emprego de extratos bioativos de plantas, na

202



formulagdo de alimentos funcionais sdo possiveis sabor e cor marcantes que poderiam
influenciar negativamente nas caracteristicas finais do alimento. Visando proteger os
compostos bioativos ou mascarar suas caracteristicas sensoriais, a microencapsulagao vem se
mostrando uma alternativa viavel (Ahmad, Zaidi, Ahmad, 2020; Rehman et al., 2019;
Pordevi¢ et al., 2015).

Diferentes tecnologias podem ser utilizadas para formagdo de microparticulas
contendo ingredientes bioativos para incorporacdo em alimentos, dentre elas estdo as
microparticulas lipidicas solidas e as TPP-chitossomas que foram escolhidas para serem
utilizadas no desenvolvimento de alimento funcional neste estudo.

As particulas lipidicas solidas utilizadas neste trabalho foram obtidas por tecnologia
supercriticos por meio de um processo denominado PGSS (Particulas de Solugdes Saturadas
de Gas, do inglés Particles from Gas Saturated Solutions) no qual ocorre a saturacao e
fundi¢do de lipidios com o CO, supercritico, juntamente com o extrato bioativo, que se
expande em sequéncia através de um bico aspersor (Klettenhammer et al., 2022; Aredo et al.,
2021). Os lipidios utilizados foram cera de abelha e 6leo de abacate que também estdao
associados a beneficios a satde (Cervantes-Paz, Yahia, 2021; Fratini et al., 2016).

As TPP-quitossomas utilizadas neste trabalho foram obtidas gelificagdo i6nica entre
quitosana, tripolifosfato de soédio (TPP) e lipossomas contendo extrato de folhas de
alcachofra. A quitosana ¢ um biopolimero relacionado a diversos beneficios a satde, dentre
eles destaca-se sua propriedade mucoadesiva o que o torna ideal na formacgdo de particulas
contendo extrato perbidtico (Inanli et al., 2020; Singh, Mittal, Benjakul, 2021; Zhou et al.,
2021).

Sorbet ¢ uma sobremesa elaborada ha mais de 3000 anos pelos chineses que vem
ganhando notoriedade (Gris et al., 2004). Segundo a Consulta Publica n® 28 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA (Brasil, 2000), sorbets sao produtos elaborados
basicamente com polpas, sucos ou pedagos de frutas e agucares, podendo ter adi¢do de outros
ingredientes alimentares. Sorbet possui textura proxima a textura de sorvetes, mas apresenta
vantagens da ndo adicdo de gorduras em sua composicdo, presenga de fibras naturais e
nutrientes advindos das frutas utilizadas na preparagdo, baixa caloria e facil digestdao (Palka,
Skotnicka, 2022, Sakawulan, Budi, Syamsir, 2014).

Pesquisas tém sido realizadas a fim de estudar as caracteristicas e aceitacdo de
sobremesas geladas com propriedades funcionais como, por exemplo, o trabalho realizado por

Makouie e colaboradores (2021) em que os pesquisadores estudaram caracteristicas fisico-
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quimicas e sensoriais de sorvete incorporado com microcdpsulas de 6leo de semente de
Nigella sativa, os resultados obtidos sugeriram que a incorporagdo de microparticulas
bioativas ao sorvete melhorou as propriedades funcionais do alimento, aumentando a
resisténcia ao derretimento, conteido mineral e atividade antioxidante e contetido fendlico
sem prejuizo das caracteristicas tecnologicas e sensoriais.

Sobremesas de baixa caloria como o sorbet e que possua ingredientes promotores de
saude devem ser desenvolvidos e seu consumo incentivado em detrimento de outras
sobremesas e snacks, pois de acordo com relatorio do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica, mais de 25% dos adolescentes brasileiros entre 15 ¢ 17 anos estdo obesos ou com
sobrepeso, dentre os adultos, acima de 20 anos, esse percentual sobe para quase 80%. Estes
indices sdo preocupantes, pois estdo relacionados comuns aos brasileiros também citadas no
relatorio como, por exemplo, hipertensao arterial, diabetes, doengas no coracdo e depressao
(IBGE, 2019).

Com base na crescente busca por alimentos funcionais, que atendam aos padrdes de
consumo atuais, promovam beneficios a satde e sejam de baixa caloria, este trabalho
objetivou o desenvolvimento de sorbet funcional contendo particulas de extrato de folhas de

alcachofra, um subproduto agricola, formadas por tecnologias ambientalmente amigaveis.

2 Material e métodos

2.1 Processamento do sorbet

A formulagao do sorbet utilizado neste trabalho foi baseada na formulacdo descrita na
lietartura e na legislagdo pertinente (Marshall e Arbuckle, 1996; Brasil, 1999a; Goff e
Richard, 2013). Em testes preliminares foram testadas diferentes concentragdes de
edulcorante xilitol e de blend para sorbet Multimix Ice (Alibra, Campinas, BR) constituido de
maltodextrina, emulsificante mono e diglicerideos de acidos graxos (INS 417) e
estabilizantes, goma guar (INS 412) e goma alfarroba (INS 410).

O sorbet foi processado em uma sorveteira da linha Tramontina by Breville — Gelato
Express (Tramontina, Barueri, BR), na funcionalidade de sorbet com temperaturas menores
de -30 °C, por 2 h de processamento, contendo em sua formulacdo 40% de morango (L&J,
Ribeirdo Preto, Brasil), 15 % de xilitol (Lowgucar, Marialva, Brasil), 0,4 % de Multmix Ice e
44,60% de 4gua filtrada.
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Todos os ingredientes foram homogeneizados com o auxilio de um liquidificador e
pasteurizados por 60 segundos a 80 °C sob agitacdo constante para que a temperatura fosse o
mais uniforme possivel em todo o produto. Apos resfriamento rapido, a calda obtida foi
armazenada sob refrigeracao entre 4 e 5 °C por 16 horas para maturacao e apos esse periodo a
calda foi congelada sob agitacdo constante na sorveteira até se transformar em sorbet. O
sorbet foi armazenado em freezer a — 18 °C até o momento das andlises fisico-quimicas e
sensorial.

Esta foi a formulagdo base, o padrao para adicdo de particulas. As particulas foram
adicionadas apds a maturagdo, logo antes do inicio do processamento para que essas nao
sofressem nenhuma interferéncia devido a temperatura durante o processo de pasteurizagdo e
maturacdo. Quando adicionadas, foram homogeneizadas manualmente antes do
processamento na sorveteira € caso houvesse necessidade foi homogeneizado novamente
durante o processamento dentro da sorveteira, devido a diferenca de densidade entre as
particulas e a calda do sorbet.

Para as analises fisico-quimicas produziu-se também sorbet com sacarose em
substitui¢do ao xilitol, na propor¢dao 1:1 (massa:massa) a fim de verificar se os diferentes
edulcorantes influenciariam nos parametros analisados.

As microparticulas foram acrescentadas ao sorbet em propor¢des estabelecidas em
testes preliminares de forma que uma porg¢ao de 150 g tivesse os teores de extrato de folhas de
alcachofra proximo a ingestdo didria recomendada pelo formuldrio de fitoterapicos da
farmacopéia brasileira (Brasil, 2011). Adicionando-se, para cada 100 g de sorbet, 0,25 g de
particulas lipidicas solidas 0,07 g de TPP-quitossomas liofilizadas.

As particulas lipidicas solidas utilizadas neste trabalho foram obtidas por PGSS, tendo
como condi¢des de processo 60 °C, 200 bar, 1250 rpm por 3 horas, utilizando a proporg¢ado
1:2:6 (extrato de folhas de alcachofra: 6leo de abacate comercial: cera de abelha; m:m:m). De
acordo com a metodologia descrita no item 2.2 do capitulo 4 desta tese.

As TPP-quitossomas (rede tridimensional estdvel formada pela interagdo entre
lipossomas, tripolifosfato de sddio, quitosana e extrato de folhas de alcachofra) na propor¢ao
de 100% entre o extrato e a quitosana em base seca, foram produzidas de acordo com
metodologia descrita no item 2.1 do capitulo 5 desta tese. Estudou-se a adi¢do no sorbet
dessas particulas em solugdo (da forma como sido formadas) e também na forma liofilizada,

para verificar se esses dois modos de aplicacdo das particulas acarretaria em diferengas fisico-
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quimicas no alimento. A andlise sensorial foi realizada apenas com as TPP-quitossomas

liofilizadas, pois em testes preliminares observou-se menor alteragdo sensorial de sabor.

2.2 Caracterizacao fisico-quimica, reoldégica e microbiologica

2.2.1 Composicio centesimal

A composicao centesimal do sorbet foi definida por metodologias descritas pela
Associagdo Oficial de Quimicos Analiticos (AOAC - Association of Official Analytical
Chemists) e pelo instituto Adolfo Lutz calculando-se a composi¢cdo centesimal por via da
determinagdo de solidos totais (método 900.101 da AOAC), solidos soluveis (adaptagdao do
método 932.12 da AOAC e 315/IV do Adolfo Lutz), proteina bruta (método 970.22 da
AOAC), cinzas (método 972.15 da AOAC), gorduras totais (metodologia 412/IV do Adolfo
Lutz) e acidez titulavel (adaptacdo do método 925.34 da AOAC e 311/IV (2008) e 13.6.2
(1985) do Adolfo Lutz) (AOAC, 2007; Pregnolatto, Pascuet, 1985; Zenebon, Pascuet, Tiglea,
2008).

2.2.2 Caracterizacao reoldgica

As curvas de fluxo (tensdo de cisalhamento versus taxa de deformacdo) das
formulacgdes de sorbet com e sem microparticulas contendo extrato de folhas de alcachofra
foram obtidas usando um redmetro rotacional AR 2000 (TA Instruments Co., New Castle,
DE). Foram realizados testes preliminares usando duas geometrias diferentes placa lisa (60
mm, gap 1 um) e placas paralelas rugosas (40 mm de didmetro e gap 1 um). A geometria que
apresentou melhor repetibilidade dos resultados, foi a de placas paralelas rugosas, as quais
foram usadas para as andlises reologicas da calda do sorbet a 20 °C. Foram feitas rampas
crescente ¢ decrescente de taxa de deformagdo no intervalo de 0 a 200 s, em modo
logaritmico, e os valores de tensao de cisalhamento foram obtidos como resposta, conforme
metodologia descrita em Okuro (2013).

Foi utilizado o software Rheology Advantage Data Analysis para modelar os pontos
experimentais (tensdo de cisalhamento, ¢ (Pa), vs taxa de deformagdo, ¥ (s~1))obtidos para as
diferentes formulagdes de sorbet. Os modelos Herschel-Bulkley (Equacdo 1) e Lei da Poténcia

(Equagdo 2) foram usados para descrever o comportamento reoldgico das diferentes
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formunulagdes. As propriedades reoldgicas desses modelos sd3o a tensdo de cisalhamento
inicial (o, Pa), o indice de consisténcia (K, Pa.s") e o indice de comportamento de escoamento

(n, adimensional).

o= oy +Kxy" (1)

oc=Kxy" (2)

2.2.3 Teste de coloracao

O teste de coloragdo foi realizado visualmente, a fim de averiguar se houve diferenca

de cor percepitivel entre as amostras.

2.2.4 Andlise microbioldgica

Para a andlise microbioldgica de Salmonella e de E. coli, utilizou-se placas prontas
Compact Dry® para identificagio e contagem de microrganismos, seguindo metodologia

descrita pelo fabricante.

2.3 Digestibilidade in vitro e quantificacio do teor de inulina

A digestibilidade in vitro foi realizada seguindo metodologia descrita por Brodkorb et
al. (2019). Em que 4,975 mL de fluido salivar simulado e 25 pL de CaCl, foram adicionados
a 5 g de amostra a 37 °C, apo6s 2 minutos, adicionou-se 8 mL de suco gastrico simulado, 0,5
mL de solugdo de pepsina, 5 uL de CaCl, (0,3 M), homogeneizou-se rapidamente a solugao,
ajustou-se o pH para 3 pela adicdo de HCI e incubou-se em B.O.D. por 2 horas sob agitacao
constante em temperatura entre 37,5 °C e 38 °C. Apos o perido adicionou-se NaOH para
interromper a reagdo e ajustar o pH para 7. As alteragdes causadas na amostra a cada etapa da
digestao simulada pode ser observada na Figura 1.

A fim de verificar se houve ruptura das particulas apds a digestdo simulada do sorbet,

quantificou-se o teor de inulina na solucdo resultante da ultima etapa da digestibilidade in
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vitro, apos o ajuste do pH (Figura 1F) e também no sorbet antes da digestibilidade por

espectrofotometria, seguindo a metodologia descrita no item 2.3.5 do Capitulo 2 desta tese.

Figura 1. Teste de digestibilidade in vitro na formula¢do sem particulas.

8

(A) 5 g de amostra, (B) apos simulagdo da etapa bucal da digestao, (C) ap6s adi¢ao de suco
gastrico e solugdo de CaClz, (D) ap6s ajuste de pH para 7, (E) apds 2 horas da etapa gastrica e
(F) apos ajuste de pH para 7.

2.4 Analise sensorial

Realizou-se analise sensorial de 3 amostras de sorbet adogcado com xilitol, sendo uma
sem adi¢do de particulas (X), uma com adi¢ao de particulas lipidicas solidas (LP) e uma com
adi¢do de TPP-quitossomas liofilizada (QL). Esta pesquisa foi aprovada pela comissdo de
¢tica em pesquisa com humanos (CEPH da FZEA/USP) com protocolo nimero
48070621.8.0000.5422.

Como esta andlise foi realizada durante periodo de distanciamento social devido a
pandemia de COVID-19, atentou-se a todos os cuidados higiénico-sanitdrios e de
distanciamento. Por este motivo a divulgacdo da andlise ocorreu via e-mail (imagem de
divulgacao no Apéndice C) e foram agendados horarios para cada provador com intervalo de
30 minutos entre cada grupo de provadores, ao longo de dois dias, para que ndo houvesse
ocupacdo maxima do laboratorio e também para que nao fosse formada fila de espera.
Durante a andlise sensorial utilizou-se cabines alternadas, disponibilizou-se alcool em gel
70% em todas as cabines, os provadores foram orientados a retirarem a mascara apenas apos

estarem acomodados em suas respectivas cabines (Apéndice C) e todas as cabines, cadeiras,
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canetas e bandejas foram assepsiadas com alcool 70% ap6s cada uso, o demais itens utilizados
foram de uso tnico.

Visando avaliar a aceitacdo sensorial do sorbet desenvolvido, a analise foi realizada
em duas etapas, na primeira etapa cada provador recebeu as 3 amostras codificadas, foi
orientado para que provasse as amostras da esquerda para a direita para garantir que a
aleatorizacdo na ordem de apresentacdo das amostras seria mantida e que entre cada amostra
comesse um pedaco da bolacha de 4gua e sal e tomasse um gole de dgua. Juntamente com as
amostras a primeira ficha foi entregue. Apos o preenchimento da primeira ficha os provadores
foram orientados a avisar os pesquisadores por meio do acendimento de uma luz, neste
momento a primeira ficha foi recolhida e a segunda entregue aos provadores (ambas as fichas
estao apresentadas no apéndice C).

A primeira ficha contava de trés segdes, na primeira, com base em uma escala
hedonica de nove pontos com os termos variando de 1 — desgostei extremamente a 9 — gostei
extremamente, os provadores foram orientados a avaliar as amostras de sorbet de modo geral,
e em relagdo a sabor, cor, textura e sabor residual. Na segunda, haviam duas perguntas de resposta
livre sobre o que os provadores mais gostaram € menos gostaram nas amotras. Na terceita e Gltima parte,
com base em uma escala hedonica de 5 pontos com termos variando de 1 — certamente nao
compraia a 5 — certamente comparia, foi pedido para que os provadores manifestassem sua
atitude caso encontrasse cada uma das amostras a venda.

Na segunda ficha, havia um breve texto indicando os possiveis beneficios do consumo
do sorbet desenvolvido neste trabalho e na sequéncia foi pedido que novamente indicassem
sua reacdo ao encontrarem a venda este sorbet de morango com base na mesma escala
hedonica de 5 pontos. O preparo, apresentagdes, montagens e condi¢des gerais da andlise

sensorial foram feitas com base na metodologia descrita por Almeida (2006).

2.5 Analise Estatistica

2.5.1 Analise das notas das amostras através de ANOVA.

Os dados foram avaliados por analise de variancia (ANOVA), a fim de comparar se
haviam diferencas significativas entre as amostras. Em caso de diferenga significativa,
realizou-se teste de Tukey.

Todas as figuras resultantes da analise estatistica dos dados da analise sensorial foram

feitas com auxilio do software de acesso aberto Rstudio, versao 4.1.2. Analise de Componente
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Principal com base em todos os dados obtidos na anélise sensorial (modo geral, sabor, cor,
textura, sabor residual, inten¢do de compra 1 e 2) também foi realizada com auxilio deste
software.

As respostas dadas pelos provadores as perguntas abertas foram agrupadas em
categorias, analisadas em relagdo a frequéncia em que foram citadas e apresentadas na forma
de nuvens de palavras que foram contruidas com auxilio da plataforma gratuita de auxilio a
educagdao Mentimeter que pode ser acessada no endereco https:// www.mentimeter.com. As
nuvens de palavras foram construidas a fim de facilitar a visualizagdo deste resultado em vez
que o tamanho em que as palavras aparecem na imagem sdo diretamente proporcionais a

frequéncia em que foram citadas.

3 Resultados e discussao

3.1 Caracterizacao fisico-quimica do sorbet

3.1.1 Caracteristicas visiveis

Sorbets, embora macios possuem baixo overrun (aumento de volume acarretado pela
incorporagao de ar no alimento). Especificamente para as formulagdes elaboradas nesta
pesquisa, ndo foi possivel fazer a determinacao desta propriedade fisica.

A massa de sorbet apds o processamento apresentou-se muito firme, ndo sendo
possivel calcular o volume ocupado pela massa apds seu congelamento pois ndo foi
executavel preencher de forma uniforme e sem espacos vazios o recipiente usado para a
medida do overrun e os espagamentos de ar impediram uma medida precisa. Para realizar a
uma medicdo exata seria necessario que o produto derretesse o que ocasionaria a perda da
incorporagdo de ar pela massa, ocorrida durante o processamento, gerando dados incorretos.

A coloragao das amostras foi comparada visualmente (Figura 2). A amostra com TPP-
quitossomas em solu¢do (QS) apresentou coloracdo mais forte, vermelho mais intenso,
quando comparado com as demais, seguida pela amostra de sorbet que continha sacarose na
sua formulacdo (S). As demais particulas apresentaram coloragao rosada, sendo que
formulacdo com xilitol e sem particulas (X) de uma rosa um pouco mais intenso € a
formulagdo com particulas lipidicas so6lidas (LP) apresentou coloragdo rosada com um fundo

amarelado.
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Figura 2. Comparacao de coloragdo entre as formulagdes de sorbet.

(S) sorbet com sacarose; (X) sorbet com xilitol; (LP) sorbet com xilitol e adigdo de particulas
lipidicas; (QS) sorbet com xilitol e adigdo de TPP-quitossomas em solugdo; (QL) sorbet com xilitol e
adi¢do de TPP-quitossomas liofilizadas.

3.1.2 Composicdo centesimal

Os resultados da caracterizacdo centesimal das diferentes formulagdes de sorbet estao
apresentados na (Tabela 1), esta caracterizagao foi realizada também com a fruta batida com
agua, na mesma proporcao utilizada na produgao do sorbet a fim de verificar a infléncias de
todos os ingredientes utilizados na formulagao.

Com base na ANOVA, podemos inferir que pelo menos uma variavel de processo
interferiu na composigdo centesimal, pois para todos os pardmetros analisados Fcalculado €

maior que Frabelado, 0 que foi confirmado pelo teste de médias de Tukey.

Tabela 1. Resultados de analises da composicao centesimal

Amostra Sdélidos Totais Ssc?lgsgiss Proteina Cinzas Gorduras ACI?;ZI 88;1;1 vel
(¢/100g) (°Brix) (g/100g)  (g/100g)  (g/100g) (m/m)
F  27,63+0,76* 4,31+0,12° — — 0,003£2%10*?

S 21,74+0,59° 21,19+0,80 * 0,39+7.10" 0,10+0,01 * 0,32£0,02 > 0,003+4*10 *
X 2227+021° 20,12+£0,72* 0,49+0,01* 0,12+0,02 * 0,30+£0,03 >° 0,003+£2%10**
LP  27,20+0,94* 18,92+0,14* 0,30+0,00° 0,12+0,00* 0,57+0,12° 0,003+2*10™*
QS  27,26+0,53* 20,54+1,98°* 0,31+0,01 ¢ 0,1440,00* 0,36+0,05° 0,002+6*10*°
QL  26,97+0,29°* 20,42+0,72* 0,31+0,02°¢ 0,14+0,01 * 0,26+0,05° 0,002+3*10°
(F) agua e fruta; (S) sorbet com sacarose; (X) sorbet com xilitol; (LP) sorbet com xilitol e adigdo de
particulas lipidicas; (QS) sorbet com xilitol e TPP-quitossomas em solucédo; (QL) sorbet com xilitol e
TPP-quitossomas liofilizadas.
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* Parametros seguidos por letras iguais na mesma coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo

teste de Tukey ao nivel de 95% de significancia.

Analisando os resultados obtidos para teor de gordura, pode-se notas que LP apresenta

um teor de estatiticamente maior que as demais amostras, o que ja era esperado devido a

adi¢do de particulas lipidicas em sua formulagdo. De acordo com a ANVISA, produtos com

até 0,5 g de gorduras totais/ 100 g de alimento pode ser caracterizado um alimento que nao

contém gordura, dessa forma, todas as formulagdes, exceto a lipidica, possuiram valores

inferiores ao estipulado podendo ser denominados produtos que ndo contém gordura. Apesar

de LP ndo poder ser considerado um alimento livre de gordura, pode ser considerado um

alimento com baixo teor de gordura, uma vez que possui quantidade inferior a 3 g/100 g de

produto conforme estabelecido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Brasil, 1998).

Tabela 2. ANOVA para os resultados da composi¢ao centesimal

Fonte de Soma de Graus de Quadrado Foeatoulad Frabelad P
Variagdo ~ Quadrados  Liberdade médio catentace apelaco
Solidos Totais
Amostra 123,58 5 2471
Residuos 2,91 12 0,24 101,80 3,10 2,1¢”
Total 126,49 17
Solidos Soluveis
Amostra 631,89 5 126,38
Residuos 11,08 12 0,92 136,83 3,10 3,8¢71°
Total 642,97 17
Proteina
Amostra 0,05 4 0,013
Residuos 9,5.10 5 1,9.10* 67,45 5,19 1,5.10"
Total 0,05 9
Cinzas
Amostra 2,2.107 4 5,5.10"
Residuos 8,5.10™ 5 1,7.10* 3,23 5,19 0,11
Total 3,0.10° 9
Gordura
Amostra 0,12 4 0,03
Residuos 0,01 10 1,0.10° 31,19 3,48 1,3¢”
Total 0,13 14
Acidez titulavel
Amostra 2,3e® 5 4,6e'7
Residuos 1,8¢*° 18 9,7¢® 4,72 2,77 6,3.10°
Total 4e0 23

Fatculado Maior que o Fiapeado @0 nivel de 95% de confianca.
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3.1.3 Caracterizacio reologica

Exemplos de curvas de fluxo obtidas para as formulacdes de sorbet X, LP e S sdo
apresentadas na Figura 3. O comportamento reoldgico para todas as amostras de sorbet é do
tipo Nao Newtoniano, pois a relagcdo entre a tensdo de cisalhamento e taxa de deformagao ¢
ndo linear. Os modelos Herschel-Bulkley e Lei da Poténcia foram ajustados aos pontos
experimentais obtidos na rampa 2 (rampa decrescente de taxa de deformacao) para as trés
formulacdes de sorbet. Os valores de tensdo de cisalhamento inicial (oy), calculados usando
o modelo Herschel-Bulkley, foram negativos. Entdo, esse modelo ndo pode ser usado para
descrever o comportamento reoldgico dessas amostras, pois valores tensdo de cisalhamento

inicial negativos nao tém sentido fisico.

Figura 3. Curva de fluxo para as formulagdes X, LP e S de sorbet obtidas a 20 °C.

— —_— (] (] (S
o wh -] Ch o

Tensio de cisalhamento (Pa)

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Taxa de deformacio (1/s)

*QOs pontos representam os dados experimentais ¢ a linha continua o ajuste do modelo Lei da Poténcia.
** Amostra S (com sacarose, azul), amostra X (com xilitol, verde) e amostra LP (com xilitol e
particulas lipidicas solidas, amarela).

Na Figura 3, pode-se observar linhas continuas que correspondem ao modelo Lei da
Poténcia ajustados aos pontos experimentais (R*~0,99) para descrever o comportamento
reologico das trés formulagdes de sorbet. As propriedades reoldgicas das amostras calculadas

por esse modelo (Equacdao 2) sdao apresentadas na Tabela 3. O valor do indice de
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comportamento de escoamento foi de aproximadamente 0,40 (Tabela 3), o que caracteriza o
comportamento de Fluido Nao Newtoniano do tipo pseudoplastico. O indice de consisténcia
para a amostra S (3,37 Pa.s") foi maior quando comparada a formulagio de sorbet contendo
particulas lipidicas solidas (2,65 Pa.s"). Pela analise do teste de Tukey com 95 % de
significancia (Tabela 3), foi possivel verificar que ndo houve diferenga significativa entre os

valores de n para todas as amostras.

Tabela 3. Propriedades reologicas das formula¢des de sorbet, utilizando sacarose (S), xilitol
(X), xilitol e microparticulas de alcachofra (LP).

S X LP
Indice d(ep‘;"s“nilmn‘“a 3,37 £0,56° 2,93 +0,27% 2,65+ 0,19
Indice de comportamento de ) 454 g9 1030 040£001°  042+7,6.107°
escoamento

R? 0,99 0,99 0,99
(S) sorbet com sacarose; (X) sorbet com xilitol; (LP) sorbet com xilitol e adi¢ao de particulas lipidicas.
* Parametros seguidos por letras mintsculas iguais na mesma linha, ndo diferem estatisticamente entre
si pelo teste de Tukey ao nivel de 95% de significancia.

O comportamento reoldgico de sorbet de limao tradicional (TLS) e o sorbet de limao
de amaranto (ALS) foi determinado por Malgor, Sabbione e Scilingo (2020), a 20°C. Para
essas formulagdes de sorbet, o modelo com maior coeficiente de correlagdo (R* > 0,99) usado
para ajustar os dados experimentais de tensdo de cisalhamento e a taxa de deformagao foi o
modelo Herschel-Buclkley. Essas formulagdes apresentaram valores de viscosidade (Pa.s) em
torno de 0,11 £ 0,02 para TLS e 0,42 + 0,07 para ALS. Comportamento diferente do
apresentado pelas formulacdes de sorbet de morango estudadas nete trabalho. A diferenca dos
modelos utilizados entre o sorbet de limao e o de morango elaborado neste experimento pode
estar associado a composi¢ao, pois, no estudo realizado por Malgor, Sabbione e Scilingo além de usar
suco de limao, agucar e agua, adicionou-se clara de ovo e o amido de milho no TLS, e isolado
de proteina e amido de milho no ALS, sendo que esses ingredientes podem ter acarretado na
reducdo da viscosidade do sorbet de limdo. As formulacdes dos sorbets de morango foram
elaboradas com um mix de emulsificante e estabilizante diferente, o que ocasiona outro
comportamento reoldgico diferente.

Exemplos do comportamento da viscosidade aparente em funcdo da taxa de
deformagdo sdo mostrados na Figura 4. Todas as amostras apresentaram reducdo da

viscosidade com o aumento da taxa de deformacdo, caracteristica esperadas para fluidos Nao
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Newtonianos pseudoplasticos, sendo que a presenga de particulas lipidicas solidas ndo alterou
a pseudoplasticidade do sorbet, pois ndo houve diferenga significativa entre os valores de n
(Tabela 3) (Silva, Silva, Pinto, 2019). De maneira geral, os valores de viscosidade aparente
foram maiores para a amostra X, sugerindo que o modo como o sorbet foi adogcado promoveu
maior diferenca na viscosidade entre as formula¢des do que a presenca das particulas lipidicas

soOlidas.

Figura 4. Curvas de viscosidade aparente em fun¢ao da taxa de deformacao para as diferentes
amostras de sorbet.
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Taxa de deformacao (1/s)

* Amostra S (com sacarose, azul), amostra X (com xilitol, verde) e amostra LP (com xilitol e
particulas lipidicas solidas, amarela).

Chang e Hartel (2002), afirmam que uma alta viscosidade ¢ fundamental para a
elaboracdo dos gelados comestiveis, entretanto para o congelamento rapido, quando se utiliza
equipamentos modernos, uma viscosidade mais baixa ¢ desejavel. No entanto, ¢ essencial que
o produto tenha um certo nivel de viscosidade para que haja uma boa retengao de ar, corpo e

textura do alimento.

3.2 Digestibilidade in vitro e quantificacdo do teor de inulina

O extrato de alcachofra ¢ rico em inulina e por isto, este componente foi escolhido
como demarcador do rompimento das particulas e consequente liberagdo do extrato durante a

digestibilidade simulada in vitro dos sorbets. Os resultados da quantificagdo de inulina nas
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formulagdes LP, QS e QL antes da digestdo e na solugdo resultante da etapa final da digestdo estdo
apresentados na Tabela 4.

Cada por¢ao de 150 g de sorbet continha 5,04 mg de inulina, que corresponde a
0,0336 mg de inulina por grama de sorbet. Ao analisar a Tabela 4, verifica-se que apds a
digestao simulada na fase oral e gastrica os valores de inulina foram superiores a quantidade
adicionada no sorbet, isto pode ter acontecido devido a presenga de algum outro composto
que interferiu na quantificacdo de inulina ao realizar a anélise.

Considerando o teor de inulina no sorbet antes e apos a digestdo simulada paraas fases
oral e géstrica, constatou-se um aumento ndo significativo desta substancia na solucdo. Esse
comportamento mostra que as particulas, durante a digestibilidade invitro, liberaram a inulina,
indicando possivelmente que as particulas estudadas provalemnte ndo resistiram a passagem
pelo trato gastrico simulado. No caso de QL que foi a formulagdo que apresentou maior teor
de inulina inicial, parte das particulas podem ter rompido durante o processo de liofilizagdo
deixando um pouco de extrato exposto na superficie das particulas, no entanto a0 mesmo
tempo pode ter tornado as particulas mais resistentes ao processo de digestdo estomacal
quando comparada com as particulas em solugdo. Além disso, nao houve diferenca
significativa quando aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 95 % de significancia em
nenhuma amostra quando comparada antes e depois da simulacdo na fase oral e géstrica.

Outra possibilidade para os elevados valores mensurados tanto antes quanto apos a
digestao simulada ¢ o fato de que o indicador utilizado talvez nao tenha sido a melhor escolha,
pois a metadologia de quantificacdo de inulina envolve altas temperatura e adigdo de acido

sulfurico, que podem ter destruido as particulas e liberado a inulina.

Tabela 4. Resultados da quantificagdo de inulina.

Sorbet Antes da digestao (mg inulina/ g Apos a digestao simulada nas fases

sorbet) oral e gastrica (mg inulina/ g sorbet)
LP 0,02+0,00 0,04+0,01 *
QS 0,02+0,00" 0,06+0,01 *
QL 0,03+0,01° 0,04+0,00 *

(LP) sorbet com xilitol e particulas lipidicas; (QS) sorbet com xilitol ¢ TPP-quitossomas em solugao;
(QL) sorbet xilitol e TPP-quitossomas liofilizadas.

Parametros seguidos por letras iguais na mesma linha, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey ao nivel de 95% de significancia.
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3.3 Analise microbiologica

A fim de avaliar a seguranca alimentar dos provadores, os testes de Salmonella e de E.
coli, indicaram que os sorbets de morango elaborados com diferentes formulagdes
apresentaram resultados dentro da legislagdo brasileira. Pois, de acordo com a Instrugdo
Normativa n° 60, de 23 de dezembro de 2019, estabelece que para gelados comestiveis sem
leite, Salmonella deve ser ausente em 25 g (Brasil, 2019). Como ndo foi observado
crescimento microbiologico em nenhum dos testes realizados o produto estava apto para o

consumo.

3.4 Analise sensorial

A analise sensorial de sorbet de morango funcional contou com a presenca de 125
provadores voluntarios, um nimero bastante exepressivo visto 0 momento em que esta analise
foi realizada e o fato de que as aulas presenciais no campus estavam suspensas.

A andlise de variancia das respostas dadas pelos provadores, com base nas escalas
hedonicas, em relacdo a avaliacdo da amostra de modo geral, sabor, cor, textura, sabor
residual, inten¢do de compra 1 (logo apds degustarem o sorbet e antes de serem informados
dos possiveis beneficios a satide em decorréncia do consumo deste alimento) e inten¢ao de
compra 2 (resposta dada na segunda ficha, ap6s serem informados dos possiveis beneficios a
saude em decorréncia do consumo deste alimento). Verificou-se que todos os valores de
Fealculado foram superiores ao Fuabelado, indicando diferencga significativa entre pelo menos uma
das diferentes formulacdes de sorbet de morango para os atributos analisados.

Ao verificar que houve diferengas entre pelo menos duas amostras realizou-se o teste
de média de Tukey (Tabela 6). Os resultados indicaram que quase todos os atributos
apresentaram diferenga significativa entre a formulacao de sorbet de morango com xilitol sem
adicao de particulas (X) e aquelas com adicao de particulas (QL e LP), sendo que para estes
parametros nao houve diferenca significativa entre QL e LP. A cor das amostras foi o tnico
parametro em que LP diferiu estatisticamente das demais amostras e ndo houve diferenca

significativa entre X e QL ao nivel de confianga de 95%.
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Tabela 5. ANOVA para os resultados da analise sensorial.

Fonte de Soma de Graus de Quadrado

Variagdo ~ Quadrados  Liberdade médio Fealcutado  Fuabelado p
Modo geral
Amostra 1006 2 503,0
Residuos 1058 372 2,8 176.,9 2,99 2e16
Total 2064 374
Sabor
Amostra 1422 2 710,8
Residuos 1134 372 3,0 233,2 2,99 2el6
Total 2556 374
Cor
Amostra 33,2 2 16,59
Residuos 513,8 372 1,38 12,01 2,99 8,79¢°
Total 547 374
Textura
Amostra 50,4 2 25,22
Residuos 777,0 372 2,09 12,07 2,99 8,3¢
Total 827.4 374
Sabor residual
Amostra 1467 2 733,5
Residuos 1331 372 3,6 205,1 2,99 2e16
Total 2798 374
Intencdo de compra 1
Amostra 588,2 2 294,10
Residuos 385,4 372 1,04 283,9 2,99 2e16
Total 973,6 374
Intencdo de compra 2
Amostra 470,3 2 235,2
Residuos 408,6 372 1,1 214,1 2,99 2¢16
Total 878.,9 374

Fatculado Maior que o Fiapeado @0 nivel de 95% de confianca.

Tabela 6. Teste de aceitagdo do consumidor dos sorbets de morango elaborados com xilitol,
sem e com particulas de extrato de alcachofra.

Modo geral Sabor Cor Textura Sabor Residual
X 822+0,81° 822+096°  8,18+1,00°0 8,05+ 1,45 7,85 + 1,45°
QL 4,63+2,00° 3,93+1,99°  7.84+1,10° 724+1,59" 3,51 +2,05°
LP 488+197° 426+206° 745+139°  730+1,54° 3,81 £2,10°

(X) sorbet com xilitol; (LP) sorbet com xilitol e adi¢do de particulas lipidicas; (QL) sorbet com xilitol
e TPP-quitossomas liofilizadas.
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* Parametros seguidos por letras iguais na mesma coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey ao nivel de 95% de significancia.

A fim verificar a distribuicdo de notas para cada pardmetro avaliado e verificar se a
ordem de apresentagdo das amostras influenciou da avaliacdo do sorbet, contruiu-se
histogramas (Figuras 5, 6 ¢ 7).

No histograma apresentado na Figura 5 observa-se que quando X foi apresentado na
primeira posi¢do na bandeja entregue aos provadores, ele foi avaliado majoritariamente como
“ C e ) _— o .

gostei muito” e quando foi apresentado nas posi¢des 2 e 3 as avaliacdo tenderam a ser mais
favoraveis, variarando entre “gostei muito” e “gostei extremamente”, para as demais amostras

a ordem de apresentacao nao influenciou na avaliagao nos sorbets de modo geral.

Figura 5. Histograma gerado pela avaliacdo de modo geral dos sorbets, de acordo com a nota
dada pelos 125 provadores voluntarios
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(X) sorbet com xilitol; (LP) sorbet com xilitol e adi¢ao de particulas lipidicas; (QL) sorbet com xilitol e
TPP-quitossomas liofilizadas.

Em nenhum caso apresentado na Figura 6 houve diferenga significativa entre as notas
que cada amostra recebeu em relacdo a ordem em que ela foi entregue aos provadores.
Observa-se que as notas de sabor, textura e sabor residual de X apresentaram-se
significativamente maiores (p > 0,05) que as notas de LP e QL. Em relacao a cor, as notas de

LP foram significativamente menores (p > 0,05) que X e QL.
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Analisando os histogramas que se referem a avaliacdo sensorial do sabor e sabor
residual (Figura 6) observa-se uma ampla dispersdao das notas recebidas por LP e QL.
Variando majoritariamente, em relagdo ao sabor entre “desgostei moderadamente” e “gostei
ligeiramente” para LP e entre “desgostei muito” e “gostei ligeiramente” para QL. Enquanto
para X as notas foram menos esparsas, ficando entre “gostei muito” e “gostei extremamente”.
Em relagdo ao sabor residual a variagdo majoritaria das respostas para QL foi ainda maior,
variando entre “desgostei extremamente” e “gostei ligeiramente”.

Em relagdo a cor e a textura, todas as trés amostras receberam avalia¢des

majoritariamente favoraveis.

Figura 6. Histograma gerado pela avaliagdo de sabor, cor, textura e sabor residual dos
sorbets, de acordo com a nota dada pelos 125 provadores voluntarios.
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(X) sorbet com xilitol; (LP) sorbet com xilitol e adi¢do de particulas lipidicas; (QL) sorbet com xilitol e
TPP-quitossomas liofilizadas.

Ha diferenca significativa entre as intengdes de compra 1 e 2 (p < 0,005), ou seja, apds
serem informados sobre o potencial beneficio a satide realacionado ao consumo deste sorbet,
os provadores tenderam a apresentar maior aceitagdo ao alimento. Em ambos os cenarios,
pode-se observar que as intencdes de compra de X apresentaram-se significativamente
maiores (p < 0,005) que LP e QL (Figura 7).

QL e LP ndo apresentaram, média, respostas favordveis a compra, na intencdo de
compra 2 as médias aumentaram, principalmente para LP, mas ainda com baixa inten¢do de
compra apresentando resposta média entre “possivelmente ndo compraria” e “talvez
comprasse/talvez ndo comprasse”, para QL a resposta média foi “possivelmente nao

compraria”.

Figura 7. Histograma gerado pela intengdo de compra dos 125 provadores voluntarios, (1)
antes de conhecer os beneficios do consumo de extrato de folhas de alcachofra e (2) apos ser
informado sobre tais beneficios.
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(X) sorbet com xilitol; (LP) sorbet com xilitol e adigao de particulas lipidicas; (QL) sorbet com xilitol e
TPP-quitossomas liofilizadas.

Segundo Maia et al. (2008), ao analisar a inten¢ao de compra para diferentes sabores
de sorvetes com a substituicdo da sacarose por xilitol, obtiveram um alto indice de intencao de
compra para o produto com o adogante, o que confirma a alta aceitacao de X.

Romano (2012), estudou a aceitagdo de frozen yogurt simbidtico com teor reduzido de

lactose quando adicionado diferentes concentragdes de inulina, ao realizar anélise sensorial
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obteve que a inulina alterou, significativamente, a avaliacdo global, o aroma, o sabor ¢ a
consisténcia das amostras, entretanto ainda se obteve um alto indice de aceitacao, em torno de
gostei ligeiramente e moderadamente.

De acordo com Marinho (2016), ao realizar a compara¢do da inten¢do de compra de
sorbet de polpa de jucara com o controle e a adi¢ao de prebioticos e probioticos, a formulacao
contendo prebidticos (polidextrose) obteve notas significativamente menores em relacao as
outras amostras, devido sua menor aceitabilidade global, em virtude das alteragcdes de textura
e sabor.

Resultados de uma Anélise de Componente Principal (PCA), na qual obteve-se um
eixo PC1 que explica 67,71% da variacdo dos dados e um eixo PC2 explicando 17,95% da
variagdo destes. E possivel observar forte sobreposigdo entre QL ¢ LP indicando que ambas
possuem grande semelhanca sensorial no que diz respeito a todos os fatores indicados. Por
outro lado, nota-se que os principais fatores que diferenciam QL e LP de X sdo: Intencdo de
Compra 1 e 2, sabor, sabor residual e modo geral. Textura ndo esta entre os principais fatores
relacionados com a diferenciagdo de X o que pode ser um indicativo de que as particulas de

escala micrométrica ndo foram percepitiveis sensorialmente em relagdo a textura.

Figura 10. Analise dos componentes principais da amostra
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(Ic 1) Intencdo de compral; (Ic 2) Intengdo de compra 2; (X) sorbet com xilitol; (LP) sorbet com
xilitol e adi¢do de particulas lipidicas; (QL) sorbet com xilitol e TPP-quitossomas liofilizadas.
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Em relagdo as perguntas abertas na segunda parte da primeira ficha entregue aos
avaliadores, as repostas obtidas foram agrupadas por categorias. Todas as mengdes a amostra
codificada com X foram computadas coma a palavra “xilitol”, as men¢des a amostra LP
foram computadas como “lipidica” e aquelas referentes a QL como “quitosana”.

A Figura 11 contém a nuvem de palavras gerada pelos termos-chave que representam
as respostas dos provadores a pergunta “O que vocé€ mais gostou?”. O termo mais mencionado
foi “xilitol” representando 38,46% do total das respostas, em seguida, os termos referentes as
palavras utilizadas pelos provadores, ordanizados por da maior para a menor frequéncia de
citacdo, foram: sabor (22,56%), textura (20%), cor (12,31%), aroma (2,56%), leveza (1,54%),
lipidica e acidez (1,03%) e proposta (0,51%).

Figura 11. Nuvem de palavras contendo termos-chave que resumem aqueles utilizados pelos
provadores na analise sensorial para se referir ao que mais gostaram nas amostras de sorbet.

textura
xilitol

aroma

acidez

lipidica

Nuvem de palavras contendo termos-chave que representam as respostas dos
provadores a pergunta “O que vocé menos gostou?” esta apresentada na Figura 12. O termo
mais citado foi “quitosana”, representando 30,8% dos das respostas, seguida por “lipidica”
27,9% das citagodes, “sabor residual” com 17,1%, “amargor” com 15,6%. Os termos sabor
(3,3%), textura e cor (1,9%), acidez (0,95%) e xilitol (0,47%) apareceram com uma
frequéncia menor. Ressalta-se que o termo “textura” além de ter sido pouco citado, foi citado
igualmente entre as 3 amostras, o que € outro indicativo de que as particulas foram pequenas o

suficiente para sua textura nao ser perceptivel sensorialmente.
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Com isso pode-se afirmar que ambas as particulas estudadas ndo foram capazes de

mascarar o gosto amargo dos extratos fitoterapicos de folhas de alcachofra.

Figura 12. Nuvem de palavras contendo termos-chave que resumem aqueles utilizados pelos
provadores na analise sensorial para se referir ao que menos gostaram nas amostras de sorbet.
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4 Conclusao

As diferentes formulagdes de sorbet desenvolvidas neste projeto ndo apresentaram
variacOes significativas com relacdo as propriedades fisico-quimicas, ou reoldgicas, no
entanto, quando analisadas sensorialmente o produto adicionado de particulas fitoterapicas nao
teve boa aceitacdo sensorial, para nenhuma das particulas adicionadas obtidas por tecnicas e
materiais de revestimento diferentes. O sorbet que foi desenvolvido neste trabalho e utilizado
como base para adicdo de particulas teve boa aceitagdo sensorial em todas os parametros
analisados e boa intencdo de compra portanto pode-se afirmar que a baixa aceitacdo de LP e
QL ndo estdo relacionadas a formulagao base usada e sim nas alteracdes causadas pela adi¢ao
das particulas, o que indica que os processos de encapsulagdo utilizados visando mascarar o
gosto amargo do extrato de folhas de alcachofra e sua coloragdo verde intensa, ndo foi

eficiente em relagdo ao sabor, mas foi eficiente em relagdo a cor, pois este parametro sensorial
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juntamente com a textura foram os melhores avaliados e X e QL ndo apresentam diferencas
estatisticas em relacdo a cor. O fato de a textura ter sido avaliada com termos favoraveis
indica que as particulas formadas foram pequenas o suficiente para sua textura ndo ser sentida

na boca.
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CONSIDERACOES FINAIS




Este estudo buscou atender a demanda no mercado por alimentos que promovam
beneficios a saude, mas que sejam sensorialmente semelhantes aos alimentos tradicionais.
Para isso, por meio do emprego de tecnologias emergentes, obteve-se extrato fitoterapico a
partir de um residuo agroalimentar e desenvolveu-se particulas fitoterapicas para aplicagdo em
alimentos tornando-os funcionais.

Inicialmente o objetivo deste trabalho foi desenvolver um alimento adicionado de
particulas simbidticas que auxiliasse na perda de pesa de forma natural e saudéavel pois tanto a
inulina (prebidtico que buscava-se extrair da folhas de alcachofra) quanto o Lactobacillus
gasseri sdo descritos na literatura como tendo esta fun¢do. E por este motivo o alimento
escolhido desde o principio foi o sorbet adogado com edulcorante xilitol.

Para isso estudou-se, a principio, a producdo de particulas simbidticas e para isso
estudou-se paralelamente a produgdo, resisténcia a alta presdo e encapsulacdo do
Lactobacillus gasseri (probidtico) e a extracdo e encapsulacdo do extrato de folhas de
alcachofra para posterior estudo das particulas simbioticas. Esperava-se que, de acordo com a
literaruta, o extrato de folhas de alcachofra fosse rico em inulina (prebidtico) no entanto, no
entanto os extratos obtidos neste trabalho ndo apresentaram teores significantes de inulina e,
apesar de a inulina ter continuado sendo um marcador para véarios estudos realizados ao longo
do trabalho, o foco no uso destes extratos mudou para particulas fitoterdpicas ao invés de
prebidticas. Em relacdo as particulas probidticas, esta parte do estudo precisou ser
interrompida devido a falta de verba para isso, os resultados que foram obtidos neste estudo
estdo apresentados no APENDICE A.

No estudo da obtengdo de extratos de folhas de alcachofra utilizando PLE, uma
tecnologia ambientalmente amigavel, obtiveram-se extratos com maior atividade antioxidante
e maior teor de compostos fenolicos quando comparado com metodologias tradicionais
também estudadas neste trabalho (SOX, MAG e ULT), apesar de o rendimento ser
sensivelmente menor que aquele observado na extragdo por percolagdo em soxhlet.

Como a mistura de cera de abelha com 6leo de abacate como material carreador foi
inovadora, realizou-se todo estudo de mistura destes lipidios em diferentes proporcoes,
interacdo com o CO, supercritico, comportamento em meio supercritico ¢ formagao de
particulas “vazias” vizando avaliar a viabilidade do uso destes carreadores na producdo de
particulas por PGSS. Com base no estudo da solubilidade da mistura de cera de abelha e 6leo

de abacate em CO,; supercritico foi possivel confirmar que sdo bons materiais de parede para
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ser utilizados na formagdo de particulas via PGSS, o que foi comprovado pelo estudo da
formagao de particulas lipidicas sélidas.

A impregnagdo supercritica de extratos de folhas de alcachofra em particulas lipidicas
solidas de cera de abelha e 6leo de abacate quando observada pela otica fisico-quimica se
mostrou uma alternativa viavel, consideravelmente estdvel sob condi¢des adversas e quando
aplicadas em sorbet ndo alterou sua reologia. No entanto, sob a Otica sensorial esta
impregnacao visou mascarar cor € sabor marcante do extrato estudado, ndo se mostrando
eficiente em relagc@o ao sabor pois ndo teve boa aceitacdo em analise sensorial, com avaliagdo
média variando entre “desgostei ligeiramente” e “nem gostei/nem desgostei”, tanto para sabor
quanto para sabor residual, enquanto a amostra referente a0 mesmo alimento sem adi¢ao de
particulas foi avaliado em média como “gostei muito”.

Estudou-se também a formacao de particulas por gelificagdo i6nica de quitosana e TPP
para avaliar o comportamento de dois diferentes tipos de particulas quando adicionados a um
alimento. Na produgdo destas particulas, quando houve uma etapa prévia de formagdo de
lipossomas entre o extrato e fosfolipidio, devido as caracteristicas anfifilicas destas particulas.
As mesmas consideracdes apresentadas para as particulas lipidicas podem ser aplicadas as
TPP-quitossomas, pois estas se mostraram fisico-quimicamente vidveis, mas também nao
obtiveram aceitacdo sensorial em relagdo a sabor e sabor redidual quando aplicadas em sorbet
de morango com avaliacdo média variando entre “desgostei moderadamente” e “desgostei
ligeiramente” para estes parametros.

O sorbet foi o alimento escolhido para ser alimento base para incorporagdao de
particulas por ser um alimento leve, refrescante, de baixa caloria, a base de frutas e que pode
facilmente ser associado a uma alimentagdo saudavel. Em pesquisa online de intengdo de
compra de um sorbet tedrico com propriedades funcionais, 85,16% dos participantes da
pesquisa afirmaram que comprariam este sorbet funcional e 91,39% indicaram que ter o
conhecimento sobre os potenciais beneficios a saude relacionados ao consumo desse alimento
favoreceria sua escolha em detrimento das demais sobremesas geladas, Com base nesta
mesma pesquisa, determinou-se que o sabor do sorbet seria morango, de modo a
pontencializar a aceitagdo do produto na analise sensorial.

Ambas as particulas quando adicionadas ao sorbet ndo alteraram as propriedades
fisicas deste alimento e nem foram reportadas pelos provadores como percepitiveis em
relacdo a textura na boca, o que indica que possuem potencial para serem estudadas na

encapsulacao/impregnagao de outros compostos bioativos que nao necessitem mascarar sabor,
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como por exemplo, microrganismos probidticos. Sugere-se também estudos que investiguem
0s componentes responsaveis pelo amargor do extrato de folhas de alcachofra.

Outra possibilidade de estudo futuro seria a aplicacdo das particulas obtidas neste
trabalho em outros tipos de alimentos, pois talvez em alimentos com sabor mais marcante o
gosto amargo dos extratos de folha de alcachofra ndo sejam tdo percepitiveis e ndo interfira
negativamente na aceitagcdo do produto.

Observou-se também que as particulas lipidicas solidas de cera de abelha e 6leo de
abacate obtidas neste trabalho se fundem ao serem levemente friccionadas sobre a pele, o que
sugere uma possivel aplicagdo destas particulas para impregnacdo de compostos bioativos a

serem veiculados em cosméticos.

232



APENDICE



APENDICE A Microparticulas Lipidicas Carregadas Lactobacillus gasseri.

Resumo

Microrganismos probidticos sdo aqueles que alteram de forma benéfica a microbiota intestinal
ao colonizar o intestino humano, acarretando em melhorias para a saide do hospedeiro. Para
que tal beneficio seja alcancado, deve-se tomar alguns cuidados de forma a garantir que esses
microrganismos estes atravessem o trato gastrointestinal chegando vidveis ao intestino. Uma
maneira de garantir essa viabilidade ¢ a microencapsulacdo, pois esta visa a imobilizagdo ou
envolvimento de compostos de interesse por materiais que fornecam protecdo a acidez do
estdbmago etambém protegem quanto a fatores externos como luz, umidade, calor e interagdes
negativas com outros ingredientes alimenticios, fazendo com que diferentes tipos de
alimentos possam ser enriquecidos e apresentar propriedades probidticas sem alteracdes
organolépticas. Nesta pesquisa estudou-se a producao e liofilizacdo de Lactobacillus gasseri e
a estabilidade deste microorganismo apds processo de formacao de particulas lipidicas a alta
pressao por PGSS (Particulas de Solucao Saturada de Gas, do inglés Particle from Gas
Saturated Solutions). Esta técnica foi utilizada por apresentar diversas vantagens tais como o
emprego de solvente com baixa toxicidade (CO,), obtengdo de particulas secas e total controle
das variaveis de processo. Para a producao de particulas utilizou-se cera de abelha e 6leo de
abacate como materiais de parede e as condi¢des de operagdo utilizadas foram 60 °C, 200 bar
e rotacdo do agitador mecanico do reator de 1250 rpm. Estudou-se a influéncia do tempo de
homogeneizagdo (de 1 a 3 horas) em condi¢des supercritica sobre a viabilidade do
Lactobacillus gasseri. Em todas as condi¢des estudadas verificou-se que as células do
probidtico estudado continuaram vidveis. As particulas também foram analisadas em relacao a
distribui¢do de tamanho e verificou-se que o tempo estatico de 1 hora originou particulas com

maior didmetro médio.

Palavras-chave: PGSS, cera de abelha, 6leo de abacate, probidtico, alimento funcional,

promotor de satde.
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1 INTRODUCAO

O intestino humano ¢ colonizado por mais de 1000 espécies de bactérias que em
conjunto sdo denominadas microbiota intestinal ou microbiota intestinal e desempenham
diferentes funcdes para o bom funcionamento do corpo humano como um todo, tais como
quebra de nutrientes de modo a favorecer sua absor¢do, prote¢ao contra patogenos e producao
de acidos graxos de cadeia curta, vitaminas e metabodlitos (Kowalska et al., 2022). Probioticos
s30 microorganismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas conferem
beneficios a satde do hospedeiro e auxiliam na manutencdo de uma microbiota intestinal
saudavel (Swanson, 2020). Os efeitos probidticos podem ser adiquiridos por meio da ingestao
direta desses micrornismos, via suplementacao ou pelo consumo de alimentos funcionais. De
acordo com Lillo-Pérez e colaboradores (2021), os alimentos probidticos representam 70% do
mercado de alimentos funcionais. Neste cenario o Lactobacillus gasseri tem se descatado por
ser uma bactéria acido latica de origem humana, tolerante a bile, que adere aos tecidos
intestinais, estimula macrofagos, produz bacteriocinas com capacidade de reduzir
microrganismos patogénicos (Jurado-Gamez et al., 2016; Selle, Klaenhammer, 2013) e
protege a barreira intestinal evitando a entrada de substincias inflamatérias como
lipopolissacarideos, reduzindo assim a inflamagao do tecido adiposo (Kawano et al., 2016).
Outros beneficios a saude atribuidos aos L. gasseri incluem perda de peso e prevengdo do
acumulo de gordura visceral e obesidade (Oh et al., 2020; Sun et al., 2020; Kawano et al.,
2016); efeito antifungico (Parolin et al., 2021) e antimicrobiano contra microrganismos
patégenos como, por exemplo S. aureus, B. cereus, E. coli, K. oxytoca e L.monocytogenes
(Gao et al., 2022; Scillato et al., 2021; Itoh et al., 1995) ¢ manuten¢ao da satde do trato
urogenital feminino (Fok et al., 2018). Sawada e colaboradores (2017) baseados em seus
estudos com humanos sugerem que L. gasseri possuem efeitos promotores da saude fisica e
mental.

Entretanto h4 algumas limitagdes tecnoldgicas que impedem de ser adicionados em
alguns alimentos como, por exemplo, adversidades durante o processamento e
armazenamento dos alimentos e passagem pelo trato gastrointestinal (Sharma, Rashidinejad,
Jafari, 2022). Dessa forma, alguns estudos envolvendo microencapsulagdo/impregnagao estao
sendo desenvolvidos para garantir que as células microbianas cheguem vidveis no intestino

para que possam coloniza-lo e assim exercer os possiveis efeitos benéficos a satde apds seu
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consumo. A microencapsulagdo também apresenta a vantagem de permitir a liberagao
controlada do probidtico no intestino grosso que € o local-alvo de sua a¢do (Varela-Pérez et
al.,, 2022; Kowalska et al., 2022; Pato et al., 2022). Além dos beneficios apresentados
microencapsulagdo ¢ uma solucdo promissora para os problemas relacionados a alteragdes
organolépticas durante o armazenamento dos alimentos funcionais devido a bioatividade das
células probioticas vivas (Liao et al., 2017).

Muitos métodos tém sido estudados para microencapsular/impregnar bactérias
probidticas, incluindo extrusdao, emulsificagdo, coacervagdo, secagem por pulverizacao e
liofilizacdo que sdo denominados métodos tradicionais (Sharma, Rashidinejad, Jafari, 2022;
Kowalska et al., 2022). As microcapsulas preparadas usando esses quatro métodos podem
melhorar a tolerdncia dos probidticos a ambientes adversos, mas existem algumas
desvantagens em cada método, tais como desidratacdo e estresse térmico devido as altas
temperaturas quando spray dryer ¢ empregado (Bommasamudram, Muthu, Devappa, 2022),
particulas relativamente grandes sdo obtidas por extrusdo e na emulsifica¢ao ¢ dificil controlar
tamanho e forma das particulas (Xu et al., 2022; Reque, Brandelli, 2021).

A formacgdo de particulas em meio supercritico oferece diversos beneficios tais como
controle preciso das variaveis de processo, uso de didéxido de carbono como solvente, que por
ser gas em condigdes ambientes faz com que as particulas obtidas sejam secas e particulas
livres de tracos de solvente organico (Klettenhammer et al., 2020). Em particular, o processo
conhecido como Particulas de Solucdes Saturadas de Gas (PGSS do inglés Particle from Gas
Saturated Solutions), apresenta varias vantagens para o encapsulamento de bioativos onde
tanto o material da parede quanto o bioativo sdo soliveis em CO; em seu estado supercritico.
PGSS ¢ uma técnica de formagdo de particulas baseada na interagdo de CO, supercritico com
polimeros e lipidios de baixo ponto de fusdo junto com componentes ativos, seguida por
expansao através de um bocal (Lee, Surendhiran, Chun, 2022). Quando esta mistura saturada
de gas atinge a pressdo atmosférica, o gas dissolvido ¢ liberado, causando uma rapida queda
de temperatura devido ao efeito Joule-Thomson, levando a rdpida coagulagdo dos polimeros
ou lipidios, dando origem as particulas (Griffin et al., 2014; Yun et al., 2013; Fages et al.,
2004).

A escolha do material utilizado na formagdo de particulas, visando encapsular/
impregnar probidticos ¢ de extrema importancia, pois visto a complexidade do trato digestivo,
estes materiais devem resistir ao pH de diferentes areas (cavidade oral, estdmago e intestino

delgado) e os efeitos de varias enzimas (amilase salivar, pepsina e tripsina), de modo que a
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selecdo de materiais de parede torna-se particularmente importante (Xu et al., 2022) além de
ser necessario garantir que este material ndo seja toxico e que garanta a liberacdo direcionada
no colon enquanto resiste a varios ambientes adversos (Zhou et al., 2022; Zhao et al., 2022).
Materiais de grau alimenticio utilizados para encapsular/impregnar probidticos incluem
proteinas, lipidios, gomas, maltodextrina, carboidratos, leite, soro de leite, alginatos, pectina,
quitosana, fruto-oligossacarideos e inulina (Kowalska et al., 2022; Sharma, Rashidinejad,
Jafari, 2022).

Neste sentido, o presente trabalho de pesquisa visou produzir Lactobacillus gasseri e
estudar a estabilidade deste microrganismo em particulas lipidicas solidas de cera de abelha e

6leo de abacate obtidas por PGSS.

2  Material e Métodos
2.1 Material

As cepas de Lactobacillus gasseri (American Type Culture Collection - ATCC 33323),
isoladas de intestino humano foram adquiridas da Fundacdo André Tosello (Campinas, BR).

Utilizou-se como meio de cultura, 4gar e caldo De Man, Rogosa e Sharpe,
frequentemente abreviado para MRS (Acumedia, Indaiatuba, BR). Este meio de cultura
favorece o crescimento de bactérias do género Lactobacillus e inibe o crescimento de muitas
outras bactérias.

Toda a manipulagdo envolvendo o microrganismo foi realizada em capela esterilizada
com alcool 70% e luz ultravioleta, com fluxo laminar e préximo ao bico de Bunsen. E todos
os materiais, veiculos e meios de cultura utilizados foram autoclavados a 121 °C por 15 min,
com excecdo do agente crioprotetor que foi autoclavado a 110 °C por 15 min. A descrigdo da

solugdo crioprotetora esta descrita no item 2.3.1.

2.2 Produciao de Lactobacillus gasseri

2.2.1 Diluicdo Seriada

Preparou-se a solucdo 0,2%, de peptona (Acumedia, Heywood, UK) em d&gua
destilada. Adicionou-se 10 mL de agua peptonada em um tubo com tampa rosqueada e 9 mL

em outros 6 tubos e realizou-se dilui¢do seriada da bactéria de acordo com a Tabela 1, para
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isso, fez-se uma raspagem em superficie da cepa adquirida da Fundagao André Tosello, com o
auxilio da al¢a de platina, apds a raspagem, a al¢a de platina foi inserida dentro do primeiro
tubo, ficando este com concentragio de 10°, ¢ agitada para que a amostra coletada fosse
dispersa na soluc¢ao de agua e peptona. Em seguida, com auxilio de uma pipeta com ponteira
autoclavada, transferiu-se 1 mL deste primeiro tubo para o segundo que ja continha 9 mL de
agua peptonada, agitou-se o tubo e seguiu-se realizando diluigdes seriadas até o sétimo tubo

que possuia concentragdo de 107.

Tabela 1. Dilui¢do seriada de Lactobacillus gasseri em agua peptonada 0,2%.

Tubo Concentraciao Composicao
. 1o 10 mL de 4gua peptonada + amostra de bactéria coletada por
raspagem em superficie
2 107! 9 mL de agua peptonada + 1 mL do contetido do tubo 1
3 107 9 mL de agua peptonada + 1 mL do contetido do tubo 2
4 107 9 mL de agua peptonada + 1 mL do contetido do tubo 3
5 10 9 mL de agua peptonada + 1 mL do contetido do tubo 4
6 107° 9 mL de agua peptonada + 1 mL do contetido do tubo 5
7 107 9 mL de agua peptonada + 1 mL do contetido do tubo 6

2.2.2  Cultura de bactérias lacticas em agar MRS

Para o preparo do meio de cultura, diluiu-se 70 g de agar MRS (Acumedia, Indaituba,
BR) em 1 L de 4gua destilada, conforme especificagdo do fabricante. Apds autoclavagem,
esperou-se o meio de cultura atingir 50 °C para prosseguir com o preparo das placas.

Como L. gasseri ¢ uma bactéria acido lactica, sua incubacdo deve ser em
profundidade, para isso, pipetou-se 1 mL do contetdo dos tubos referentes as diluicdes 107,
10° e 10 preparadas de acordo com o item 2.2.1 e despejou-se em placas de Petri estéreis
descartaveis de 7 cm de didmetro respectivamente identificadas. Em seguida adicionou-se
cerca de 20 mL do meio de cultura preparado sobre cada placa de Petri contendo a diluicao de
L. gasseri e homogeneizou-se o conteudo realizando movimentos em forma de 8 por 10

vezes. Apos a homogeneizagao, as placas tampadas foram mantidas em repouso, dentro da
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capela de Fluxo Laminar até a completa solidificacdo do agar. Logo apds, despejou-se uma
fina camada de agar MRS em cada placa e deixando-a solidificar novamente.

Apo6s a completa solidificagdo, as placas foram incubadas invertidas em incubadora
B.O.D. (Demanda Bioquimica de Oxigénio, do inglés Biochemical Oxygen Demand)
(Marconi, Piracicaba, BR) a 37 °C por 48 horas.

2.2.3 Isolamento das colOnias tipicas de Lactobacillus gasseri

Apo6s as 48 horas de incubagdo das placas preparadas do item 2.2.2, estas foram
analisadas com o auxilio de um contador de colonias (Phoenix, Araraquara, BR). Realizou-se
contagem das coldnias formadas e as colonias tipicas observadas foram retiradas junto com o
agar ao seu redor que foi recortado com o auxilio de uma lamina bisturi.

Os pedacos de agar cortados contendo uma colonia de L. gasseri foram depositados
em tubos de ensaio com tampa rosqueada contendo 9 mL de caldo MRS (Acumedia,
Indaiatuba, BR) preparado de acordo com especificagdes do fabricante (55 g/L) e
autoclavado. Vale ressaltar que cada pedaco de 4gar foi colocado em um tubo de ensaio
diferente.

Os tubos inoculados com as colonias de L. gasseri, foram incubados em incubadora
B.0.D. (Marconi, Piracicaba, BR) a 37 °C por 48 horas.

O crescimento dos microrganismos apos o periodo de incubacdo foi verificado pela

turbidez do caldo bacteriologico.

2.2.4 Cultura de bactérias lacticas em caldo MRS

Para a producdo de L. gasseri para posterior liofilizagdo, primeiro reativou-se as cepas
armazenas preparadas no item anterior, para isso, 1 mL da suspensao de lactobacilos em meio
de cultura foi adicionado a um tubo contendo 9 mL de caldo MRS autoclavado (Acumedia,
Indaiatuba, BR) e incubado por 48 h a 37 °C em incubadora B.O.D. Apds este periodo de
reativacdo, uma aliquota da suspensdo reativada foi adicionada a caldo MRS autoclavado na
propor¢ao de 10% em frascos Schotts. Caso esta producdo ocorra em dias consecutivos aos da

etapa anterior, a reativagao das cepas se faz desnecessaria.
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2.2.5 Coloracio Gram

Para certificacdo de que as bactérias cultivadas pertenciam ao género lactobacillus,
testes de coloracdo Gram foram realizados. Para isso, uma alga de platina esterilizada foi
inserida no tubo contendo caldo bacteriolégico MRS e L. gasseri, ap6és o periodo de
incubac¢do, para coleta de amostra em seguida a alca foi esfregada em uma lamina de vidro
para deposito da amostra que em seguida foi seca sob a chama do bico de Bunsen.

ApoOs a secagem, a amostra foi coberta com cristal violeta (Synth, Diadema, BR) ¢
deixada reagir por cerca de 30 segundos. Apds este periodo, a placa foi lavada com agua
destilada por aproximadamente 45 segundos, em seguida cobriu-se com Lugol (Synth,
Diadema, BR), deixando-o agir por 60 segundos, apds este periodo a placa foi lavada com
agua destilada e em seguida com etanol 95%, na sequéncia, aplicou-se Fucsina (Synth,
Diadema, BR) que agiu sobre a amostra por 30 segundos sendo lavada em seguida. Apos

estas etapas, a amostra contida na lamina foi analisada em microscopio 6tico.

2.3 Liofilizacao de Lactobacillus gasseri

2.3.1 Preparacio do crioprotetor

Como crioprotetor, utilizou-se uma solucdo contendo 1,3% de trealose (Dinamica, Sdo
Paulo, Brasil), 0,33% Na,POH4 (Exodo, Sao Paulo, Brasil), 7,5% de lactose (Dinamica, Sao
Paulo, Brasil) e 21% de leite em pd desnatado (Nestlé/Molico, Sao Paulo, Brasil) em agua
ultrapura, de acordo com a metodologia descrita por Shu e colaboradores (2018). Apds

autoclavagem, a solugdo criopotetora foi mantida sob refrigeragao.

2.3.2 Preparo do microrganismo para o congelamento

Células ativas de L. gasseri produzidas conforme item 2.2.4 foram centrifugadas a
5.000 rpm a temperatura ambiente (25 °C) por 15 minutos em centrifuga Excelsa II (Fanem,
Guarulhos, BR). Apos a centrifugacao as células do microrganismo se sedimentaram no fundo
de tubos falcon e o caldo MRS sobrenadante foi descartado. Estas células separadas por
centrifugacdo foram lavadas por duas vezes com agua destilada asséptica e centrifugadas

novamente. Apds as lavagens, adicionou-se as células, o agente crioprotetor em igual volume
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ao ocupado pelas células secas, aproximadamente e a mistura foi pré-congelada -80 °C.
Durante cada etapa de lavagem da cultura e apds a adicdo do crioprotetor, a amostra foi

agitada em vortex por 30 segundos.

2.3.3 Liofilizacao

As amostras pré-congeladas a -80 °C foram submetidas a baixa pressdo e baixa
temperatura por 48 h em um liofilizador a vacuo LC 1500 (Terroni, Sao Carlos, Brasil).

Os microrganismos liofilizados foram armazenados em freezer a -20 °C.

2.4 Microencapsulacio em meio supercritico.

Para a formagdo de particulas utilizou-se um equipamento SFC/RESS (Thar
Instruments Co./Waters, Pittsburgh, USA). O material de parede utilizado foi uma mistura de
6leo de abacate (Hass, Bauru, BR) e cera de abelha (Pirassununga, BR) em igual propor¢ao
(1:1), seguindo metodologia descrita por Aredo e colaboradores (2021) (parte dos resultados
apresentados no Capitulo 3 desta tese).

Na autoclave do equipamento adicionou-se 1 g de L. gasseri liofilizado e 9 g de
mistura lipidica. A autoclave foi entdo fechada, aquecida a 60 °C e pressurizada com dioxido
de carbono supercritico até pressdo de 200 bar com agitagdo mecanica a 1250 rpm. A variavel
de processo estudada neste trabalho foi o tempo de contato entre o CO; e os materiais durante
a etapa de homogeneizacdo. Avaliou-se a influéncia dos tempos de lh, 2h e 3h sobre o
tamanho das particulas formadas e sobre a viabilidade de L. gasseri apds o processamento.

Apobs o tempo pré-determinado de homogeneizagdo, a mistura foi despressurizada
rapidamente, passando por um bico aspersor de 0,06” e as particulas formadas foram
acondicionadas sob refrigeracdo em placas de Petri estéreis, envoltas por filme de PVC e

papel aluminio para posterior analise.
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2.5 Determinacao da viabilidade celular

A contagem no nimero de células vidveis de bactérias foi realizada antes e apos a
liofilizacdo e também apds o processamento a alta pressdo para formagdo de particulas.
Aferiu-se também a viabilidade de Lactobacillus gasseri apds mistura fisica com o6leo de
abacate e cera de abelha na mesma proporcao daquela utilizada para produgao das particulas a
fim de verificar se a presenca destes lipideos exercia alguma influéncia nesta contagem.

A amostra, constituida por microrganismo disperso em crioprotetor antes do
congelamento, microrganismo liofilizado ressuspendido em 4gua ultrapura, particulas ou
mistura fisica de lipideos e L. gasseri, foi dispersa em agua peptonada (0,2%) na qual
realizou-se dilui¢do seriada. Todos os testes foram realizados em triplicata.

Para esta andlise usou-se 1g de particulas lipidicas e de mistura do microrganismo com
lipidios ¢ 1 mL do microrganismo disperso no crioprotetor antes do congelamento e do
microrganismo liofilizado ressupendido (equivalente a 0,1 g do liofilizado). Estes valores
foram calculados de modo a serem equivalentes em relagdo ao volume de microrganismo
analisado.

Vale ressaltar que os tubos correspondentes a primeira diluicdo tanto das
microparticulas quanto da mistura fisica com cera de abelha e Oleo de abacate foram
aquecidos a 60 °C por 10 min seguido por 1 min de agitagdo em voértex para que a camada
protetora formada pelos lipideos ao redor do microrganismo fosse desfeita e esse pudesse ser
solubilizado na solu¢do de agua peptonada.

Apos as diluigdes, 1 mL de suspensdo bacteriana foi despejada no fundo de placas de
Petri estéreis descartdveis de 7 cm de didmetro e seguiu-se metodologia descrita no item 2.2.2
deste capitulo. Apos as 48 horas de incubagdo o nimero de unidades formadoras de colonias
(UFC) em cada placa foi contado com o auxilio de um contador de coldnias (Phoenix,

Araraquara, BR).

2.6 Tamanho médio e distribuicio do tamanho das particulas

No estudo do perfil de tamanho das particulas foi utilizado um equipamento de
difrag¢do de raio laser em comprimento de onda de 375 nm SALD-201V (Shimadzu, Téquio,

JP), o qual ¢ sensivel a faixa de tamanho de 0,01 e 300 um. Para isso, as particulas foram
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dispersadas em solucdo 50% dagua:etanol e colocadas em cubetas de quartzo para a leitura

(Aredo et al., 2021).

3 Resultados e Discussao

3.1 Producao de Lactobacillus gasseri

As placas de petri resultantes da incubacdo feita a partir da cepa original adquirida da
fundacao André Tosello foram analisadas inicialmente de forma visual e verificou-se que
houve crescimento satisfatorio de forma homogénea por toda a extensao da placa e que as
unidades formadoras de colonias possuiam formato tipico do género Lactobacillus, conforme
pode ser observado na Figura 1 (A). Para confirmar que tais colonias realmente foram
formadas por Lactobacillus e nao por contaminacdo com outras bactérias, apesar de todas as
medidas preventivas terem sido seguidas e todas as manipulacdes terem sido realizadas em
areas estéreis, realizou-se coloracdo Gram.

A Figura 1 (B) mostra a imagem em coloracdo Gram realizado com o corte de uma das
colonias que cresceram em agar, nela foi possivel observar, com auxilio em um microscopio
otico, células cilindricas com formato tipico do género Lactobacillus e com a esperada
coloracdo arroxeada j4 que esses microrganismos sdo Gram positivos. A Figura 1 (C)
apresenta células tipicas de Lactobacillus gasseri que serviram como referéncia para esta

analise

Figura 1. Placa de petri contendo colonias de Lactobacillus gasseri (A), lamina de coloragdo
Gram observada em microscopio (B) exemplo de células tipicas de Lactobacillus gasseri (C).

Fonte: Figuras A ¢ B - Propria autoria, 2020. Figura C - Imagem da internet, disponivel em: <
https://www.dalissa.com.br/produto/lactobacillus/lactobacillus-gasseri-1-bilhao-30-capsulas/>.
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3.2 Liofilizagao

O crioprotetor utilizado, associado ao rapido congelamento a -80°C se mostrou eficaz
na preservacao da viabilidade das células bacterianas de L. gasseri, tendo evitado o
rompimento da membrana celular pela formacdo de cristais de gelo. A viabilidade da
liofilizacdo foi avaliada pela contagem de células em uma aliquota antes do processo de
congelamento, com um total de 2,24.1010 UFC/mL, e de uma aliquota retirada da mesma

amostra e ap6s liofiliza¢io resultando em 2,12.10° UFC/mL.

3.3 Particulas lipidicas solidas carregadas com L. gasseri

3.3.1 Caracteristicas macroscéopicas

As particulas formadas possuem coloracdo amarela opaca (Figura 2) e sdo
aparentemente estaveis a temperatura ambiente, aparéncia semelhante a descrita por Aredo e
colaboradores (2021) para as particulas de cera de abelha e 6leo de abacate obtidas por PGSS

sem impregnagdo de compostos ativos.

Figura 2. Microparticulas lipidicas de cera de abelha e o6leo de abacate contendo
Lactobacillus gasseri obtidas por PGSS com diferentes tempos de homogeneizagdo (1, 2 e 3
horas, respectivamente) a 200 bar e 60 °C.
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3.3.2 Analise do tamanho de particulas

A distribuicdo do tamanho das particulas (Figura 3) foi ajustada com sucesso pela
funcdo Rosin-Rammler, com coeficiente de regressao minimo de 97,91% mostrando que o

modelo se aproxima dos valores experimentais (Tabela 2).

Tabela 2. Analise da distribuicdo de tamanho das particulas formadas com CO, supercritico
(60 °C, 200 bar) com diferentes tempos de homogeneizacgao.

Parimetros Rosin- Descritores estimados
t (h) Rammler R* (%) D [4,3] (um)

n Xg (pm) Dio(um)  Dso(um) Dy (um)

| 2,9+04"  97,0+4,3" 9791 44,4+4,8"  854+4,1° 1299473 161,3+18,7°

2 2,4+0,1°  949+3,1° 9804  37,5+0,6°  81,6£22° 134,0£6,2° 151,4+11,2""

3 2.8+0,2° 65,5£0,7° 9821  29,0+1,4°  57.4+0,8°  88,7+1,7°  110,4+233°

Valores expressos em média + desvio padrao; n = 3. Em cada coluna de cada tipo de distribuig@o de
tamanho, letras diferentes significam diferencas significativas pelo teste de Tukey (p <0,05).

Figura 3. Distribuicdo do tamanho das particulas lipidicas solidas formadas por PGSS com
CO; supercritico (60°C, 200 bar) com diferentes tempos de homogeneizagao.
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Portanto, os parametros Rosin-Rammler (n e Xg) e os descritores estimados (D, Dso
e Dygg) foram confidveis para comparar as distribui¢des de tamanho das particulas. A
distribuicao do tamanho das particulas variou de acordo com o tempo de homogeneizagao a

alta pressao, sendo possivel observar que quanto maior o tempo de homogeneizagao durante o
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processo de formacao das microparticulas menor o tamanho médio das particulas obtidas. As
particulas obtidas apds 1 hora de homogeneizagdo supercritica apresentaram diametro médio
(D [4,3]) de 161,3 um, sendo o maior entre as trés condi¢des estudadas, as particulas obtidas
apo6s 2 horas de homogeneizacao apresentaram didmetro médio de 151,4 um e aquelas obtidas
apods 3 horas de homogeneizacdo possuem diametro médio equivalente a 110,4 pm, havendo
diferenga estatistica em relagdo ao tamanho de particula apenas entre 1 e 3 horas de

processamento.

3.3.3 Viabilidade celular pds-processamento supercritico

Os resultados apresentados na Tabela 3 expressos em UFC/g de particula representam
a contagem do numero de colonias formadas por células viaveis apds inoculagdo de quatro

diferentes amostras.

Tabela 3. Viabilidade das células de Lactobacillus gasseri apos liofilizagao, mistura com cera
de abelha e 6leo de abacate e processamento com CO; supercritico a 60 °C e 200 bar.

Contagem de coldnias

Amostra (UFC/ g de particula)
L. gasseri liofilizado 2,12.10™
Mistura fisica de cera de abelha, 6leo de abacate e L. gasseri 4,50.10°
Particulas lipidicas obtidas apos 1 hora de homogeneizagao 4,33.10*
Particulas lipidicas obtidas apo6s 2 horas de homogeneizagado 3,80.10°
Particulas lipidicas obtidas apos 3 horas de homogeneizacao 3,47.10"

*UFC/dg de microrganismo liofilizado, o que equivale a UFC/g de particula.

Com base nos dados apresentados na Tabela 3 pode-se concluir que ao se preparar a
mistura do probidtico com a cera de abelha e o 6leo de abacate, ocorre uma redugdo no
numero de unidade formadora de colonias (UFC) na ordem de grandeza de dois, o tratamento
com CO; supercritico diminui o niimero de células vidveis em quatro ordens de grandeza. Ao
final do processo, a reducao da UFC ¢ de seis, no entanto com o niimero de células mantidas
vidveis apds o tratamento, ainda € possivel aplicar estas particulas no processamento de
alimentos probioticos. Parte da elevada variacdo na contagem de colonias entre o
microrganismo liofilizado puro e ap6s mistura com lipidios, de 2,12.10' para 4,50.10° pode

ter ocorrido devido a dificuldade de separac@o entre os microrganismos € a matriz lipidica na
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diluigdo em d4gua peptonada, podendo possivelmente parte das células vidveis do
microrganismo ter ficado retida na matriz lipidica, mesmo que todos os cuidados tenham sido
tomados neste sentido. O mesmo pode ter ocorrido com a contagem de células viaveis nas

particulas.

4 Conclusao

A producao de particulas lipidicas s6lidas via PGSS a 200 bar e 60 °C se mostrou uma
alternativa vidvel para a impregnacao de probidticos, especificamente L. gasseri visando
aplicacdo em alimentos funcionais. Nao foram observadas grandes diferencas nessas
viabilidades ao comparar diferentes tempos de homogeneizagdo com fluido supercritico (1, 2
ou 3 horas), porém observou-se uma correlacdo negativa entre o tempo de homogeneizagao
com fluido supercritico e o tamanho das particulas, sendo este menor quanto maior o tempo
de processamento. No entanto novos estudos devem ser realizados para que os resultados

obtidos neste estudo sejam validados.
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APENDICE B Atividades Gerais e Divulgacio dos Resultados

A doutoranda Gabriela Marques Bittencourt ingressou no doutorado em agosto de

2018, sendo bolsista CAPES (codigo de financiamento 001) por 30 meses.

No primeiro semestre do curso (segundo semestre de 2018), a concepcdo do projeto
foi finalizada, as matérias primas foram adquiridas, realizou-se purifica¢do da cera de abelha
que foi utilizada ao longo de todo o trabalho, ensaios de solubilidade estatica em CO,
supercritico e ensaios preliminares envolvendo diferentes propor¢des de misturas entre cera
de abelha e 6leo de soja (o 6leo de soja foi utilizado em substitui¢do ao 6leo de abacate nestes
estudos preliminares visando redu¢do de custos) e formacao de particulas por PGSS, testando
diferentes pressoes e temperaturas e observando caracteristicas macroscopicas. Em dezembro

deste mesmo ano a Prof®. Dr*. Milena Martelli Tosi foi incluida como co-orientadora.

Em 2019, no primeiro semestre de 2019, a doutoranda cursou as disciplinas Processos
de Preven¢ao e Descontaminagdo de Matérias-Primas Alimentares (ZEA 5886), Metodologia
de Pesquisa Cientifica em Engenharia (ZEM 5002) e Técnicas de Caracterizagdo de Materais
(ZEM 5001) e no segundo semestre cursou a disciplina Topicos Especiais em Engenharia de
Alimentos (ZEA 5804) e realizou estdgio supervisionado em docéncia do Programa de
Aperfeigoamento de Ensino junto a disciplina ZEA0866 — Refrigeracdo e Cadeia do Frio,
ministrada aos alunos de graduagdo do Curso de Engenharia de Alimentos da Faculdade de
Zootecnia ¢ Engenharia de Alimentos da Universidade de Sao Paulo. Em relacdo ao
andamento do projeto de pesquisa que resultou nesta tese, neste ano foram realizados os
ensaios de obtencdo de extrato de folhas de alcachofra, os ensaios de solubilidade estatica em
CO; supercritico foram finalizados, estudos de comportamento dos lipidios em dioxido de
carbono supercritico foram realizados, os estudos de formacao de particulas tanto por PGSS
quanto por gelificacdo i6nica, bem como os ensaios envolvendo cultura de L. gasseri foram
iniciados. Em setembro a doutoranda participou da quinta edicdo da Conferencia
Iberoamericana de Fluidos Supercriticos (V Prosciba) apresentando os trabalhos “Physical
evaluation of beeswax particles with avocado oil(1:1) formed via RESS” e “Solubility tests on
supercritical CO; of beeswax and avocado oil mixture” e em novembro participou da décima

terceira edicdo do Simposio Latino Americano de Ciéncia de Alimentos (13° SLACA)
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apresentando o trabalho “Study of artichoke tincture obtained by pressurized liquid

extraction”.

Em margo de 2020 a doutoranda foi aprovada no Exame de Qualificacdo tendo como
banca avaliadora a Prof*. Dr*. Cintia Bernardo Gongalves (in memorian) e Prof. Dr. Julian
Martinez, a Prof*. Dr*. Alessandra Lopes de Oliveira foi presidente da banca (sem direito a
voto). Em novembro participou do Workshop Internacional de Avancos em Probidticos e
Prebioticos (IWAPP) apresentando os trabalhos “Tinctures of Artichoke leaves rich in natural
prebiotics obtained by Pressurized Liquid Extraction with intermittent solvent purge” e
“Study of Lactobacillus gasseri viability after High Pressure Particle Formation Processing”.
No ano de 2020 os estudos de formagdo de particulas lipidicas solidas por PGSS foram
finalizados e os estudos envolvento a formacao de particulas lipidicas sélidas impregnadas

com extrato de folhas de alcachofra e com L. gasseri foram realizados.

No ano de 2021 os estudos envolvendo a formagao de particulas por gelificagdo idnica
foram finalizados, os estudos de desenvolvimento de particulas probioticas foram
interrompidos e foram realizados todos os estudos referentes ao desenvolvimento,
caracterizagcdo e avaliacdo sensorial do sorbet funcional bem como a pesquisa online de

inten¢do de compra e caracteriza¢ao dos possiveis consumidores deste alimento.

O ano de 2022 foi dedicado a finalizagdo da caracterizacdao das particulas obtidas por

gelificagdo i0nica, escrita da tese e de artigos cientificos.

— Atividades extras desenvolvidas

Paralelamente as atividades relacionadas a esta tese algumas outras atividades foram
desenvolvidas ao longo do doutorado e estdo listadas a seguir.

«» Publicacdo de um livro em 2020 intitulado “Prazo de validade de alimentos
industrializados” juntamente com Catarine Vieira Saltore, Prof*. Dr®. Maria
Teresa de Alavarenga Freire e Prof'. Dr*. Alessandra Lopes de Oliveira. Com
este livro buscou-se elucidar os consumidores sobre os fatores que conduzem

as diferengas nos prazos de validades de alimentos industrializados
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pertencentes as mesmas categorias, € tarmbém apresenta uma extensa lista

contendo o prazo de validade de diferentes produtos alimenticios com base nas

informacdes presentadas nos rotulos dos produtos. Este livro pode ser acessado

gratuitamente em:

http://www.livrosabertos.sibi.usp.br/portaldelivrosUSP/catalog/book/498

X/

o

X/

o

* Publicagao de artigos:

Segunda autora no artigo “Formation of edible oil-loaded beeswax
microparticles using PGSS—Particles from Gas-Saturated Solutions”
publicado na revista cientifica Journal of Supercritical Fluids na edigao

de fevereiro de 2021 (https://doi.org/10.1016/j.supflu.2020.105106).

Quarta autora no artigo “Determination of functional compounds in
blue shark (Prionace glauca) liver oil obtained by green technology”
publicado na revista cientifica Grasas y Aceites na edi¢do de abril-

junho de 2020 (https://doi.org/10.3989/gya.0450191)

% Artigos submetidos para avaliagdo por pares:

“High Pressure Food Processing: Microbiological Inhibition with

Sensory Quality” — Primeira autora

“Globe artichoke leaf extracts and production of phytotherapeutic solid

lipid particles using high pressure technologies” — Primeira autora

“Behavior of beeswax and edible oils mixtures in supercritical carbon

dioxide at moderate temperature” — Primeira autora
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o “Green processes that employ high pressure technology in obtaining
extracts of Curcuma longa Lin - Composition, microbiological and

antioxidant activities” — Primeira autora
o “Study of the composition and activity of white turmeric (Curcuma

zedoaria) extracts obtained by Supercritical Fluid Extraction” -

Segunda autora

% Vice represetante discente junto a Comissdo Coordenadora do Programa de Pos

Graduagdo em Engenharia de alimentos em 2020.
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APENDICE C

1
1.1

de intencio de compra online.

Formulario aplicado aos valuntarios por meio da plataforma Google Forms.

Parte 1

Formulario e termo de consentimento livre e esclarecido da pesquisa

“Um pouco sobre vocé”

1. Qual o género vocé se identifica?

*Cisgénero(a) ¢ aquele(a) que se identidade com o género corresponde ao género

que lhe foi atribuido no nascimento

Homem cisgénero
Mulher cisgénera
Homem transgénero
Mulher transgénera
Nao-binario

Outros

O O O O O O

g

Qual a sua faixa etaria?

18-29 anos
30-39 anos
40-49 anos
50-59 anos
+60 anos

0O O O O O

el

Com qual frequéncia vocé pratica atividade fisica?

Nunca

1 vez por semana

2 vezes por semana

3 vezes por semana

S6 nos finais de semana
Todos os dias

0O O O O O O
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0O O O O O O

Em qual regido do pais vocé mora atualmente?

Norte

Nordeste

Centro-oeste

Sudeste

Sul

Se ndo mora no Brasil, por favor escreva o nome do pais em que vive atualmente:

Vocé tem filhos?

Sim
Nao

Possui doenca cronica pré existente?
Sim
Nao
Se sim, qual?

0O O O O O O

Qual o seu grau de escolaridade?

Ensino Fundamental completo
Ensino Médio incompleto
Ensino Médio completo

Nivel superior incompleto
Nivel superior completo

P6s- Graduagao

&

O O O O O O O

Qual a sua renda familiar mensal atual?

Até 1,5 salario minimo (até R$ 1.497,00).

De 1,5 a 3 salarios minimos (R$ 1.497,01 a R$ 2.994,00).
De 3 a 4,5 salarios minimos (R$ 2.994,01 a R$ 4.491,00).
De 4,5 a 6 salarios minimos (R$ 4.491,01 a R$ 5.988,00).
De 6 a 10 salarios minimos (R$ 5. 988,01 a R$ 9.980,00).
De 10 a 30 salarios minimos (R$ 9.980,01 a R$ 29.940,00).
Acima de 30 salarios minimos (mais de R$ 29.940,00).
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9. Quantas pessoas da sua familia moram com vocé?
*Considere seus pais, irmaos, conjuge, filhos e outros parentes que moram na
mesma casa com vocé

Nenhuma
Uma

Duas

Trés

Quatro

Cinco ou mais

0O O O O O O

10. Vocé possui alguma das restricdes de consumo apresentadas abaixo?

o Intolerancia a lactose
o Alergia alimentar ao leite de vaca
o Nao possuo estas restri¢oes alimentares

1.2 Parte 2

“Sobre seus padroes de consumo”

11. Qual a frequéncia que vocé consome sorvete, sorbets ou sobremesas congeladas?

Nunca

1 vez por semana

2 vezes por semana

S6 nos finais de semana
Sempre

0O O O O O

12. Vocé costuma consumir alimentos industrializados que sdo considerados
saudaveis?

o Sim
o Nao

13. Vocé ja comprou algum alimento s6 pelo fato de o rotulo alegar beneficios a
saude?

o Sim
o Nao
o Se sim, vocé se lembra qual era?
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14. Vocé tem conhecimento sobre alimentos probiodticos e dos beneficios de seu
consumo?
* Os probidticos sdo micro-organismos vivos que agem no corpo facilitando a
digestdo e a absorcao de nutrientes, podendo ajudar a fortalecer a imunidade ¢ a
equilibrar a microbiota intestinal.

o Sim
o Nao

15

Compra algum produto por ter probiodticos?

o Sim
Nao
o Se sim, qual vocé costuma consumir?

O

16. Vocé tem conhecimento sobre alimentos prebioticos e dos beneficios de seu
consumo?
*Prebiodticos estimulam o crescimento e/ou ativam o metabolismo de bactérias
benéficas a saude.

o Sim
o Nao

17. Compraria um produto por ter prebioticos?

o Sim
o Nao

Se sim, qual vocé costuma consumir?

18. Vocé tem conhecimento sobre alimentos simbioticos e dos beneficios de seu
consumo?
*Simbioticos aliam probidticos e prebidticos em um unico alimento

o Sim
o Nao

19. Vocé sabe o que é sorbet?
*Sorbet ¢ uma sobremesa elaborados basicamente com polpas, sucos ou pedagos de
frutas e agucares.

o Sim
o Nao
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1.3 Parte3

“Intencio de compra”

20. Vocé compraria um sorbet funcional acrescido de xilitol e microcapsulas de
Lactobacilos gasseri (probiotico) e extrato de folhas de alcachofra (rico em
inulina, um prebiodtico natural)?

o Sim
Nao
o Se ndo, por qué?

O

21. O fato de saber que este sorbet tem compostos naturais com podem promover
melhorias a satude faria com que vocé escolher esse sorbet em detrimento dos
tradicionais?

o Sim
Nao
o Se ndo, por qué?

(©]

22. Sabendo que os compostos promotores de saude adicionados nao irdo interferir
no sabor do sorbet, qual destes sabores favoreceria sua compra?

Morango
Acai
Kiwi
Limao
Uva
Abacaxi

O O O O O O

23. Preferiria comprar em porcoes individuais (150 mL) ou em potes de 1,5/2L.?

o Individual
o Potes de 1,5/2 litros

24. Qual o valor vocé estaria disposto a pagar por 150 mL?

R$ 2,00 a 3,50
RS 3,60 a 4,50
RS 4,60 a 5,50
RS 5,60 a 6,50
RS 6,60 a 7,50

0O O O O O

258




25. Qual o valor vocé estaria disposto a pagar por 2L?

o R$20,00a 29,00
o R$30,00a 39,00
o R$ 40,00 a 49,00
o R$ 50,00 a 60,00

26. Qual alimento vocé gostaria de encontrar em uma versio mais saudavel,
adicionada de probioticos e/ou prebioticos?
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2

Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado(a) para participar, como voluntario(a). em uma pesquisa online
sobre o0 mercado consumidor de sorbet. Este questionario online consiste em algumas perguntas a
respeito de preferéncias e consumo pessoal de produtos. Apos ser esclarecido(a) sobre as
informagdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, clique em continuar ao final deste
documento. Em caso de recusa vocé ndo sera penalizado(a) de forma alguma.

O objetivo desta pesquisa é tragar o perfil dos consumidores de sorbet e alimentos
probioticos e/ou prebioticos identificando comportamento e as motivagdes que os levam a adquinr e
a consumir este tipo de produto.

O tempo necessario para o preenchimento deste questionario é de 5 a 8 minutos e as suas
respostas serdo totalmente andnimas.

Os possiveis riscos e desconfortos decomidos da participagdo nesta pesquisa consistem em
desconforto em relagio ao tempo gasto para responder o questionano e/ou constrangimento em responder
alguma pergunta que ndo se sinta a vontade para responder. O questionario foi estruturado para que nio
se gaste muito tempo em seu preenchimento e para munimizar qualquer nsco referente ao
constrangimento em responder alguma das perguntas e ao vazamento de dados, em nenhum momento €
pedido que o voluntario se identifique ou insira seu e-mail, resguardando seu total anonimato.

Informamos que nio ha beneficios diretos aos participantes.

A pesquisa sera acompanhada integralmente pela pesquisadora responsavel de modo virtual
O questionario sera todo online, utilizando a plataforma do Google Forms, e os dados serdo

acompanhados e coletados pelo proprio site.

INFORMACOES ADICIONAIS:

Pesquisadora responsavel: Doutoranda la Ma; COL

Endereco e contato telefonico: I.aboralono de Tecnologm de Alta Pressio e Produtos Naturais,
Departamento de Engenhana de Alimentos, Campus Fernando Costa, Universidade de Sdo Paulo - Av.
Duque de Caxias Norte, 225, Pirassununga - SP, 13635-900. E-mail: gabrielamb@usp.br. Telefone: (19)
3565-4280.

Numero CAAE do projeto: 42925221.7.0000.5422

Numero do Parecer de Aprovacio da pesquisa pelo CEPHFZEA: 4 548311

Data de aprovacio: 19 de fevereiro de 2021

Contato do CEPH: Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da FZEA/USP (CEPH/
FZEA/USP). Av. Duque de Caxias Norte, 225. Jd. Elite. CEP: 13635-900. Pirassununga/SP. E-

mail: cepfzea@usp.br. Telefone: (19) 3565-6759.

/
Gabriela Marques Bittencourt
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APENDICE D Formularios, TCLE e imagens relativas a analise sensorial.

1 Ficha 1 da analise sensorial de sorbet de morango funcional

FICHA DE APLICAGAO PARA O TESTE DE CONSUMIDOR

Nome: Data:

Vocé esta recebendo trés amostras codificadas de SORBET DE MORANGO.
Por favor, avalie cada amostra e, utilizando a escala a seguir, indique 0 nimero
correspondente a resposta que expresse o quanto vocé gostou ou desgostou de cada
amostra DE MODO GERAL e com relagdo ao AROMA e SABOR da mesma.

9 - Gostei extremamente

8 - Gostei muito

7 - Gostei moderadamente

6 - Gostei ligeiramente

5 - Nem gostei / nem desgostei
4 - Desgostei ligeiramente

3 - Desgostei moderadamente
2 - Desgostei muito

1 - Desgostei extremamente

RESPOSTA
AMOSTRA MODO SABOR
GERAL SABOR COR | TEXTURA | pegipuaL
O que vocé mais gostou?
O que vocé menos gostou?

Agora, com base na sua opinido sobre cada amostra, indique, utilizando a escala
a sequir, sua atitude caso vocé encontrasse cada uma a venda.

Se eu encontrasse este SORBET DE MORANGO a venda, eu:

5 - certamente compraria AMOSTRA RESPOSTA
4 - possivelmente compraria

3 - talvez comprasse/talvez ndo comprasse
2 - possivelmente ndo compraria

1 - certamente ndo compraria

MUITO OBRIGADA POR SUA COLABORAGCAOQ!
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2 Ficha 2 da analise sensorial de sorbet de morango funcional

FICHA DE APLICAGAO PARA O TESTE DE CONSUMIDOR

Nome: Data:

Supondo que o produto foi formulado com Xilitol, um adogante natural, cerca de
40 % menos caldrico que a sacarose (aglicar da cana-de-aglcar) e que possua extrato
de folhas de alcachofra, rico em inulina, dentre outros principios ativos com
propriedades funcionais, indique, utilizando a escala a seguir, sua atitude caso vocé
encontrasse cada um & venda.

Se eu encontrasse este SORBET DE MORANGO a venda, eu:

5 - certamente compraria AMOSTRA RESPOSTA
4 - possivelmente compraria

3 - talvez comprasse/talvez ndo comprasse
2 - possivelmente ndo compraria

1 - certamente nao compraria

MUITO OBRIGADA POR SUA COLABORAGAO!
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3

Termo de consentimento livre e esclarecido da analise sensorial

UNIVERSIDADE DE SAOQ PAULO

Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos
Departamento de Engenharia de Alimentos

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

Termo de consentimento formal de participagio no projeto de pesquisa:
“Desenvolvimento de sorbet funcional acrescido de xilitol e tintura de Cynara
cardunculus L.

Vocé esta sendo convidado(a) para participar, como voluntirio(a) de uma pesquisa de
aceitagdo sensoral de sorbet de morango, sobremesa congelada feita a partir da fruta. Sua
participagdo na pesquisa se dara por meio da degustagio de sorbets. Os dados pessoais
obtidos na pesquisa (nome, habitos de consumo) serdo tratados com confidencialidade e
utilizados apenas pelas pesquisadoras responsaveis. Os resultados obtidos serdo
divulgados em publicagdes técnicas e/ou cientificas, de modo que o anomimato seja
preservado.

Objetivo: Verificar a aceitagdo sensornal de sorbet de morango adogado com xilito]l (um
adogante natural presente em vegetais, sendo 40 % menos calorico que o agiicar de cana-
de-agucar) e acrescido de particulas de extrato de alcachofra, que auxilia o processo de
digestio.

Justificativa: A preocupagdo da populagio em relagio a saude, alimentagdo e a
manutencio de peso tem crescido gradativamente, com isso a qualidade e composigdo
dos alimentos tem chamado a atengdo. Consumidores buscam alternativas, como produtos
que, além de alimentar, possam oferecer algum beneficio a saide. Sendo assim, foi
desenvolvido um sorbet funcional acrescido de xilitol e microcapsulas de extrato de
folhas de alcachofra. A agdo benéfica a saide se dara pelo agiicar natural de menor valor
calorico e do extrato de alcachofra que auxilia a digestdo. Para proteger estes compostos
de quaisquer danos causados no processamento do sorbet e também para tentar minimizar
alteragdes sensoriais nos alimentos, estudou-se dois tipos de particulas. Particulas
lipidicas de oleo de abacate e cera de abelha e particulas de quitosana, ambas contendo o
extrato de alcachofra.

Meétodo:

Producdo do sorbet: Na produgdo do sorbet, serdo utilizados morangos congelados,
xilitol comercial e particulas contendo extrato de alcachofra. Todo o processo de
produgdo do sorbet sera realizado seguindo nigorosos padroes de higiene.

Teste de aceitacdo sensorial: Serdo avaliadas trés amostras de sorbet de morango
adicionado de xilitol, com duas diferentes particulas de extrato de alcachofra. Vocé tera
que avaliar quanto gostou das amostras e o quanto estana disposto a comprar os produtos.
Serdo utilizadas duas fichas de avalicdo: uma contendo o teste de aceitagdo (com escala
hedonica de 9 pontos, sendo 9- goster extremamente a 1- desgoster extremamente) e
intengdo de compra; e uma segunda ficha onde o participante ira responder através de
uma escala de 5 pontos (5- certamente compraria a 1- certamente nio compraria) o quanto
estaria disposto a comprar o produto. Cada provador recebera trés (3) amostras por vez.
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Riscos e Beneficios: Pode haver desconforto quanto ao tempo de analise,
aproximadamente 10 minutos. Para pessoas com alergia ou intolerancia alimentar a
morango ou xilitol, o risco inerente a essa pesquisa se da por reagdo alérgica. Assim, antes
do inicio da pesquisa, os participantes serdo questionados sobre alergias a estes
compostos, ndo sendo autorizados a participar do estudo caso a resposta seja positiva.
Apesar dos cuidados em relagdo aos ingredientes utilizados no produto e utilizagdo de
boas praticas no processo de fabricagio, sempre ha um risco minimo de ocorréncia de
intoxicagdes relacionadas ao consumo. Se algum sintoma de intoxicagdo for percebido o

isador responsavel deve ser alertado para que possa tomar as providéncias para
assisti-lo. Para nmunimizar qualquer outro possivel risco, os participantes tém plena
hberdadedesemapauupxoumﬁmseucomentxmmto em qualquer fase da
pesquisa, sem penalizagdo alguma. Informamos que nio ha beneficios diretos ou indiretos
aos participantes, exceto os que podem ser produzidos pelos resultados desta pesquisa,
com uma possivel disponibilizagdo de um produto menos calérico no mercado, no futuro.
Caso haja danos decorrentes de sua participagdo na pesquisa, o pesquisador assumira a
responsabilidade pelos mesmos.

A pesquisa sera acompanhada integralmente pela pesquisadora responsavel (Alessandra
Lopes de Oliveira) e pela estudante Mariana Naomi Palombo, que se comprometem a
cumprir integralmente as clausulas deste termo.

Quaisquer outros esclarecimentos sobre a pesquisa poderdo ser solicitados a qualquer
momento através dos nossos contatos (e-mail: alelopes@usp.br ou telefone: 19
3565.4268). Apos esses esclarecimentos, se aceitar participar deste estudo, assine este
termo. o qual vocé tem direito a receber uma via assinada pela pesquisadora responsavel.

Participante da pesquisa:

Pirassununga, de de 2021 Assinatura:

Pesquisadora responsavel: Wnﬂ&a__

Prof'. Dr*. Alessandra Lopes de Oliveira

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da FZEA — CEPH-FZEA sob numero de parecer: 4.823.475 com data de
aprovacio em 02 de julho de 2021.

Para notificagdo de qualquer situagdo, relacionada com a ética e que ndo puder ser
resolvida pelos pesquisadores, entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa.
Contato do CEPH: Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da FZEA/USP
(CEPH/FZEA/USP). Av. Duque de Caxias Norte, 225. Jd. Elite. CEP: 13635-900
Pirassununga/SP. E-mail: cepfzea@usp.br. Fone: (19) 3565- 6759.
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4 Convite enviado via e-mail para analise sensorial

old! ( RO

Vocé gosta de zobremeszas geladaz? Encdo venha parcicipar da nesza

= Por motivo de
analize zenzorial de Sorber de Morango. cesuranca para sodos
ara - e kaia
A andlize zenzorial ccorrerd nes dics 20 (terga-feira) e 21 de julho (quarca- Edi:,--e:-{:-e:» gr J_r,,._,'.:d:
feira), o sempo de andlize serd de aproximadamence 10 MINUEOS; € O | mogmcercio  de.  sus
hordrioz disponiveis para agendamenco sdo: ghrs, §h30, 9hrs, 9h30, 10hrs, satde. faremos
10h30, 11hrs, 11h30, I2hrs, 12030, 13hrs, 13h30, 14hrs, 14h30, 15hrs, 15h30, agerdamento de hordrio
16hrs, 16030, 17hre, 17030. e, encre cada provader,
as cabines cerdo
Oz agendamencos podem ser realizados via WhaesApp ou e-mail. higienizadas com dlcool

PR -]

9 (016) 981559195

M marignpalombodusp br.

come agradecimenso, ao final da andlize, vocé receberd um delicicse
brinde contendo chocolare (swix ou corcuguica, a sua escolha), amendoim,
pagoquica ¢ bala.

Concameos com seu apoio e pareicipagdo.
Qualquer duvida escamos a disposigdo.

Ass: Gaprielae Mariama
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5

Orientacées fixadas na entrada do laboratério de analise sensorial

Seja muitobem vindo(a),

Andlise sensorial de Sorbet Morango

Por favor aguarde ser chamado e mantehha Sua mascara cobrindo
boca e hariz até 0 momentoem Gue as amostras seraoentregues a
vocé. E nao se esqueCa de recolocar a mascara de forma adequada
antes de se |evantar e deiXar Sua Cabine.

Muito obrigada por
Sua participacaoe
COlaboracao!
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6 Aviso utilizado para demarcar cabines na analise sensorial

FAVOR PTRIGIR-SE AS CABINES AO LADO

-— —=

Obrigada pela participagdol
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