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RESUMO

A Hymenaea courbaril var. courbaril € uma arvore brasileira pertencente a
familia Fabaceae e subfamilia Caesalpiniaceae, popularmente conhecida por
Jatoba. Recentemente a xiloglucana (X), polissacarideo presente em suas
sementes, tornou-se um foco de interesse para aplicacdo na area da biotecnologia
alimentar, devido a sua solubilidade em agua, ndo toxicidade e capacidade de
formar solucdes viscosas. Desta forma, pode ser usado na industria de alimentos
para formar materiais microestruturados no desenvolvimento de sistemas de
liberacdo de aditivos alimentares. No presente trabalho, a xiloglucana da H. courbaril
foi utilizada como agente encapsulante de acido ascorbico (AA) por spray drying, e
as microparticulas obtidas (XAA) foram caracterizadas e aplicadas em hamburguer
do peixe tildpia. A eficiéncia de encapsulacdo foi de 96,34+1,6% e a retencdo da
atividade antioxidante foi de 89,48+0,88% ap6s 60 dias a 25°C. As imagens da
microscopia eletrbnica de varredura apresentaram microesferas com diametros
variando de 4,4 a 34,0 um. O espectro do FTIR confirmou a presenca de AA nas
microparticulas de XAA, o que foi corroborado por DSC e TGA. Verificou-se, ainda,
que o AA libertado foi dependente do pH. A aplicacdo das microparticulas de XAA
em hamburgueres do peixe tilapia ndo alterou o pH apds aquecimento e a retencao
do AA foi maior em comparagdo com a sua forma livre. Além disso, os estudos de
determinacao de cor revelaram aumento da intensidade do parametro b* (aparéncia
amarelada) entre as amostras cruas e assadas, sendo esta intensidade mais
acentuada nas amostras contendo AA livre. Os resultados obtidos permitem concluir
gue a xiloglucana extraida de sementes de H. courbaril var. courbaril mostrou-se
adequada como agente encapsulante do &cido ascérbico, com a producdo de
microparticulas com boas caracteristicas morfoldgicas, estabilidade e retencdo da
atividade antioxidante durante 60 dias de estudo, onde libertacdo do acido ascorbico
das microparticulas de xiloglucana apresentou-se de forma controlada no pH 6,5 e
7,0. Conclui-se também a incorporacdo de microparticulas de xiloglucana contendo
acido ascérbico na formulacdo de hamburguer de peixe tilapia € uma alternativa
viavel para reduzir as reacfes de oxidacéo lipidica, demostrando serem adequadas
como aditivo para aplica¢des alimentares.

PALAVRAS-CHAVES: Acido ascorbico. Hemicelulose. Microencapsulagéo. Peixe.
Spray drying.



ABSTRACT

Hymenaea courbaril var. courbaril is a Brazilian tree belonging to the family
Fabaceae and subfamily Caesalpiniaceae, popularly known as Jatoba. Recently,
xyloglucan (X), the polysaccharide present in its seeds, has become a focus of
interest for application in the area of food biotechnology due to its water solubility,
non-toxicity and ability to form viscous solutions. In this way, it can be used in the
food industry to form microstructured materials for the development of release
systems. In the present work, the xiloglucan of H. courbaril was used as an ascorbic
acid (AA) encapsulating agent by spray drying, and the obtained microparticles (XAA)
were characterized and applied in hamburger of tilapia fish. The encapsulation
efficiency was 96.34+1.6% and the retention of the antioxidant activity was
89.48+0.88% after 60 days at 25 °C. Scanning electron microscopy images showed
microspheres with diameters varying from 4.4 to 34.0 ym. The FTIR spectrum
confirmed the presence of AA in xyloglucan microparticles, which was corroborated
by DSC and TGA. It was also found that the AA released was pH-dependent. The
application of XAA microparticles in hamburgers of the tilapia fish did not change the
pH after heating and the retention of the AA was greater when compared to its free
form. In addition, the colour determination showed increased intensity of the
parameter b* (yellowish appearance) between the raw and roasted samples, being
this intensity more pronounced in samples containing free AA. The results obtained
allow us to conclude that xyloglucan extracted from seeds of H. courbaril var.
courbaril was suitable as encapsulating agent of ascorbic acid, with the production of
microparticles with good morphological characteristics, stability and retention of the
antioxidant activity during 60 days of study, where release of the ascorbic acid of the
xyloglucan microparticles presented in a controlled way in the pH 6.5 and 7.0. It is
also concluded that the incorporation of xyloglucan microparticles containing ascorbic
acid in the fish burger formulation tilapia is a viable alternative to reduce lipid
oxidation reactions, proving to be suitable as an additive for food applications.

KEYWORDS: Ascorbic acid. Hemicellulose. Microencapsulation. Fish. Spray drying.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos tempos, estudos com diversos materiais poliméricos de origem
vegetal, como os polissacarideos, vém atraindo a atencdo de pesquisadores, por
serem fontes naturais e renovaveis.

A xiloglucana é um destes polissacarideos que apresenta funcao estrutural e
de armazenamento de energia em sementes, tais como a da espécie H. courbaril
var. courbaril, conhecida como Jatoba, que é pertencente a familia Caesalpiniaceae,
e de ocorréncia abundante em toda a floresta brasileira. A xiloglucana apresenta
uma estrutura ramificada constituida por glucose (40%), xilose (34%), galactose
(20%) e arabinose (6%) (ARRUDA et al., 2015).

Na area de farmacologia, a xiloglucana é utilizada em sistemas carreadores
de farmacos devido a sua solubilidade em &gua, por ser um polimero natural
biodegradavel e ndo antigénico (CAO et al., 2010; JO et al., 2010).

Na industria alimenticia, as xiloglucanas sé@o aplicadas como espessantes,
estabilizantes, agente antimicrobiano, inibidora da cristalizagdo, entre outras
propriedades (KUMAR; BHATTACHARYA, 2008), ndo havendo registros de atuacao
como encapsulante de aditivos alimentares.

Um dos métodos utilizados para a encapsulacdo de aditivos € a
microencapsulacéo pela técnica de spray drying, que € a opera¢ao unitaria da qual
um produto liquido é atomizado e seco instantaneamente através de uma corrente
de ar quente, obtendo-se um p6 (PEIGHAMBARDOUST; TAFTI; HESARI, 2011).
Trata-se de um processo econbémico em relacdo as outras técnicas de
microencapsulagdo, e que produz microparticulas relativamente uniformes, esféricas
e com boa estabilidade.

A microencapsulacdo € uma técnica bastante utilizada na protecdo de
compostos ativos contra fatores que podem causar a sua degradacéo, tais como
reacoes adversas do ambiente e perda de volateis, melhorando assim a estabilidade
e contribuindo para liberacdo controlada de substancias ativas (AGNIHOTRI et al.,
2012). Um dos compostos ativos que ja foi encapsulado com diferentes polimeros é
0 acido ascorbico (AA) (ALISHAHI et al., 2011; ALVIM et al., 2016).

O AA é utilizado pela industria alimenticia como aditivo e é considerado uma

entre as melhores alternativas como antioxidante, aumentado também o contéudo
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de AA nestes produtos, protegendo as caracteristicas sensoriais e nutricionais dos
alimentos, no entanto apresenta alta instabilidade e reatividade (COMUNIAN et al.,
2013; SARTORI et al., 2016, MATOS et al., 2017).

Devido a sua natureza &cida, o AA pode interagir com outros componentes
alimentares, resultando em compostos como furano, um carcinogénico cuja
formacdo se dard durante o tempo de aquecimento do produto alimenticio. Desta
maneira, a microencapsulacdo com libertacdo controlada de aditivos como o AA
para determinadas formulacdes alimentares, € interessante para manter as
caracteristicas adequadas durante todo o processamento, armazenamento e
aguecimento do produto alimenticio.

Entre as formulacfes alimentares tém-se os hamburgueres, o qual, de acordo
com o Regularmento de Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem
Animal (BRASIL, 2017) é o produto carneo obtido de carne moida das diferentes
espécies animais, com adicdo ou ndo de ingredientes, moldado na forma de disco ou
na forma oval e submetido a processo tecnoldgico especifico.

A carne de peixe pode ser utilizada como a base para o hambuarguer, com
intuito de agregacdo de valor, mas existem poucos estudos na literatura sobre
produtos a base de peixe e, apesar do conhecimento das propriedades nutricionais
deste pescado, ndo ha informacdes suficientes sobre o uso potencial de sua carne,
como a do peixe tilapia (Oreochromis niloticus) para produzir essas formulacdes
alimentares.

Uma das caracteristicas nutricionais da carne do peixe é o alto contéudo de
acidos graxos polinsaturados, que ocasiona um maior grau de deterioracéo
principalmente devido a oxidacdo lipidica. Portanto, a adocdo de tecnologias e
aditivos que preservem e aumentem a vida de prateleira € de extrema importancia.

No presente trabalho, a xiloglucana da H. courbaril var. courbaril foi utilizada
como agente encapsulante de acido ascorbico por spray drying, e as microparticulas
obtidas foram caracterizadas e aplicadas em hamburguer do peixe tilapia com intuito
de avaliar a libertacdo controlada do composto ativo durante a fase de

beneficiamento e cozimento.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo produzir microestruturados de
xiloglucana das sementes de jatoba (H.courbaril var. courbaril), como agente

encapsulante de acido ascorbico e sua aplicacdo em produtos carneos.

2.2 Objetivos Especificos

e Obter e caracterizar as microparticulas de xiloglucana com acido ascorbico
(XAA) através das andlises de Microscopia, Espectroscopia de Infravermelho
Transformada de Fourier e Anélises térmicas;

e Avaliar a estabilidade do acido ascorbico nas microparticulas de XAA durante
60 dias;

e Avaliar a libertacdo do acido ascoérbico das microparticulas de XAA em
diferentes pH,;

e Incorporar microparticulas de XAA em hamburgueres de tilapia (Oreochromis
niloticus);

e Avaliar os hamburgueres de tildpia acrescidos das microparticulas de XAA
antes e depois da cocc¢édo através das analises de pH, acido ascorbico e cor.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 HYMENAEA COURBARIL VAR. COURBARIL

A origem da H. courbaril var. courbaril se inicia pela familia Fabaceae, que
compreende um grande nuamero de espécies e de relevante potencial econémico.
Segundo Lewis et al. (2005) ela engloba um arsenal de aproximadamente 19.325
espécies distribuidas em 727 géneros, 36 tribos e suas subfamilias séo
Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae, e ja foram registradas no Brasil
aproximadamente 2.807 espécies e 222 géneros (15 endémicos), abundantes em
diferentes biomas e ecossistemas (LIMA et al., 2015).

Caesalpinioideae € composta de quatro tribos entre elas Cercideae,
Detarieae, Cassieae e Caesalpinieae (LEWIS et al., 2005). O género Hymenaea que
é considerada em Detarieae (MACKINDER, 2005) é caracterizado pelas folhas
bifolioladas, foliolos assimétricos com nervura primaria proxima a margem distal, e
estipulas inseridas lateralmente (FOUGERE-DANEZAN et al., 2010). No Brasil, esta
representada nas Regides Norte, Centro-Oeste, Nordeste, Sul e Sudeste e entre as
15 espécies tem-se: H. altissima, H. aurea, H. courbaril, H. eriogyne, H. fariana, H.
intermedia, H. longifolia, H. maranhensis, H. martiana, H. oblongifolia, H. parvifolia,
H. reticulata, H. rubriflora, H. stigonocarpa, H. velutina (LIMA; PINTO, 2015).

A H. courbaril € amplamente distribuida, desde o México, passando pela
América Central e Antilhas, até a América do Sul (LEE; LANGENHEIM, 1975). A H.
courbaril var. courbaril é reconhecida pelo habito sempre arbéreo, com copa
frondosa, tronco ereto e periderme ndo descamante, foliolos normalmente elipticos,
com apice agudo, ligeiramente falcados e glabros, flores de tamanho médio (24-31
mm comprimento), hipanto campanulado e ovario glabro, com estipite (2—4 mm
comprimento) (SOUZA; FUNCH; QUEIROZ, 2016).

Entre as partes da Hymenaea courbaril var. courbaril, o fruto (Figura 1)
contém uma casca dura e sementes, revestidas por uma polpa amarelada e
farinacea (FERNANDES et al., 2015). As sementes sdo compostas por um
polissacarideo denominado xiloglucana, encontrado na parede celular de plantas
dicotiledbneas como material de reserva (BUSATO; VARGAS-RECHIA; REICHER,
2001; ROSARIO et al., 2011).
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Figura 1- Frutos e folhas da Hymenaea courbaril var. courbaril

FONTE: Autor (2014).

3.2 POLIMEROS NATURAIS

Os polimeros sdo grandes moléculas compostas por muitas subunidades
repetidas chamados monémeros, podendo ser classificados como naturais e
sintéticos (AWUZIE, 2017; KULKARNI et al., 2017).

Os polimeros naturais estdo recebendo uma imensa importancia atualmente,
devido a sua capacidade de reduzir o fluxo de residuo téxico e porque suas
propriedades mecéanicas e fisicas podem ser viavelmente modificadas (BALAJI et al,
2018).

O potecial de biodegradabilidade e biocompatibilidade, além da economia,
disponibilidade, renovacéo e estabilidade dos polimeros naturais, sao caracteristicas
que determinam sua relevancia quando comparados com 0s polimeros sintéticos,
gue sao de alto custo, e podem apresentar toxicidade e longos tempos de
decomposicédo, provocando problemas ao meio ambiente (KULKARNI et al., 2017).

Dentre os polimeros naturais estdo os polissacarideos, que sdo bem
distribuidos na natureza e disponiveis a partir de plantas e microrganismos, onde
nas plantas apresentam-se como 0s principais constituintes quimicos, isto porque
formam a parede celular, que é o suporte estrutural das células vegetais (MKEDDER
et al., 2013).
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A utilizacdo industrial de polissacarideos abre oportunidade tecnoldgica para
a producdo em grande escala a partir de fontes renovaveis e com baixo impacto
ecologico (SANTOS, 2017).

Entre os polissacarideos obtidos de plantas e que foram utilizados para
diferentes aplicagdes estdo o amido, quitosana, galactomanana e xiloglucana
(COSTA et al., 2017; CRIZEL et al., 2018; VILARO et al., 2017; ARRUDA et al.,
2015).

3.3 XILOGLUCANA

A parede celular vegetal é uma estrutura complexa formada por
polissacarideos de alta massa molar, proteinas e compostos fendlicos
(SOMERVILLE et al., 2004).

As hemiceluloses sdo polissacarideos que contém outros acucares além da
glicose e sao consideradas um dos principais componentes da parede celular
vegetal primaria, dentre as hemiceluloses, podemos citar as xiloglucanas,
glucoarabinoxilanas e xilanas que sao heteropolissacarideos que se encontram
associados as microfibrilas de celuloses (CARPITA et al., 2001).

A xiloglucana é uma das principais hemiceluloses que apresentam funcdes
distintas no vegetal com duas atuagdes, como estrutural e de reserva (ROSARIO et
al., 2011). Esta hemicelulose aparece nas faner6gamas como polissacarideo de
estocagem de muitas dicotiledéneas, especialmente as leguminosas (BUSATO,;
VARGAS-RECHIA; REICHER, 2001; LIMA; BUCKERIDGE; TINE, 2001; REITER,
2002; ROSARIO et al., 2011).

Os padrbes de ramificagdo das xiloglucanas dependem das espécies da
planta. Esta variacdo da estrutura estad diretamente ligada a funcionalidade e as
propriedades fisico-quimicas do polissacarideo (ARRUDA et al., 2015).

Entre as sementes de diferentes espécies que contém xiloglucana estao
Linum usitatissimum L., Copaifera langsdorffii, Tamarindus indica, Mucuna sloanei e
H. courbaril variando em suas estruturas quimicas (DING et al., 2016; ROSARIO et
al., 201; TEIXEIRA-SA et al., 2009).

A xiloglucana presente na semente de tamarindo € um biopolimero de alta

massa molar, com excelente propriedade mecanica e de barreira de oxigénio muito
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superior aos atuais polimeros a base de petréleo de uso industrial (KOCHUMALAYIL
et al., 2013).

A xiloglucana presente nas sementes de linhaca (Linum usitatissimum L.)
pode ser aplicada como fibra dietética na industria de alimentos, devido as suas
propriedades fisico-quimicas e perfis de fermentacao in vitro (DING et al., 2016).

Kooiman (1960) foi o primeiro a sugerir a presenca de xiloglucana nas
sementes de H. courbaril, com base na coloracdo obtida com iodo/iodeto, a qual
ficou restrita as paredes espessas do cotilédone.

Buckeridge et al. (1997) descreveram que a xiloglucana das sementes de
jatoba apresentavam caracteristicas estruturais Unicas com base na composicao de
diferentes blocos oligossacaridicos, implicando em mudancas nas propriedades
moleculares, como a solubilidade em &agua, interacdes entre essas moléculas ou
entre elas e a celulose.

A xiloglucana é constituida de residuos de glicose ligados através de ligacdes
3 (1-4), com cadeias laterais formadas por residuos de xilose com ligagdes a (1-6)
ou galactose R (1-2) ligada a xilose a (1-6), resultando em um dissacarideo na
ramificacdo (BUCKERIDGE; TINE, 2001). A composicdo monossacaridea da
xiloglucana obtida da H. courbaril var. courbaril é de 40% de glicose, 34% de xilose,
20% de galactose e aproximadamente 6% de arabinose (ARRUDA et al, 2015).

Freitas et al. (2005) caracterizaram a xiloglucana de sementes de H. courbaril
e de T. indica e observaram que h&a diferenca quando compara-se as duas
xiloglucanas, devido a presenca de uma série de oligossacarideos Unicos presentes
nas amostras de H. courbaril, dando origem a uma molécula mais rigida quando
comparada com a xiloglucana de T. indica, onde as possiveis consequéncias de tal
variacdo podem ser importantes para aplica¢des biologicas e industriais.

As xiloglucanas destacam-se entre as pesquisas aplicadas na area de
biotecnologia, onde nas duas ultimas décadas houve uma extensa investigacdo com
a utilizacdo deste polissacarideo para transporte de substancias devido a
disponibilidade de informacdes sobre as propriedades fisico-quimicas e estruturais
(KULKARNI et al., 2017).

Na é&rea de farmacologia, a xiloglucana foi utilizada como base na preparacao
de géis como veiculos de liberacdo para o fornecimento ocular de cloridrato de
pilocarpina (MIYAZAKI et al., 2001), timolol (BURGALASSI et al.,, 2000) e
ciprofloxacina (MAHAJAN; DESHMUKH, 2015), como também em formulacdes de
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géis juntamente com a pectina para administracédo oral e liberacdo de farmaco (ITOH
et al., 2008).

Entre outras pesquisas estdo a formacdo de géis de xiloglucana com a
doxorubicina (agente quimioterapico) e galactosamina, conferindo maior efeito
terapéutico ao farmaco quando este esta na forma de gel e quando comparado com
a sua forma livre (CAO et al., 2010).

Jo et al. (2010) visaram uma aplicacao para transporte de drogas e avaliaram
a capacidade da formacdo de nano-agregados com a xiloglucana obtida das
sementes de T. indica utilizada para encapsular a camptotecina (um farmaco anti-
cancér), com eficiéncia de 42% de encapsulagao.

Outros importantes trabalhos foram publicados na area médica, como a
pesquisa de Lubambo et al. (2011) que utilizaram a xiloglucana agregada com
poliestireno na formacao de filmes contendo mica.

Xiloglucana de sementes de Copaifera langsdorffii, H. courbaril e Mucuna
sloanei foi avaliada em relacdo aos efeitos imunomoduladores nos macrofagos
peritoneais, onde os resultados indicam que a xiloglucana das diferentes espécies
pode ser classificada como modificador de resposta bioldgica, promovendo a
ativacdo de macréfagos (ROSARIO et al., 2011).

Bhalekar et al. (2016) avaliaram as propriedades mucoadesivas da
xiloglucana obtida das sementes de T. indica, modificando-a e convertendo a
tibmero, e com este preparou comprimidos de sinvastatina que demostraram um
retardamento linear na libertacdo in vitro com aumento da quantidade de tibmero
retido.

Lucyszyn et al. (2016) incorporaram arabinogalactano extraido de folhas de
Pereskia aculeata e xiloglucana de sementes de Guibourtia hymenifolia a um filme a
partir de membranas de celulose bacterianas residuais mecanicamente desfibriladas,
sugerindo a utilizacédo do filme para diferentes fins biotecnolégicos. Outros filmes de
hidrogel a base de xiloglucana foram sintetizados e caracterizados, demostrando
auséncia de citotoxicidade, sugerindo assim estudos posteriores com a integracao
de sensores para monitorar o processo de cicatrizacao de feridas (AJOVALASIT et
al., 2018).
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3.3.1 Aplicagdes da xiloglucana na industria alimenticia

Diferentes propriedades exibidas pelas xiloglucanas atraem estas moléculas
para a utilizacdo na industria alimenticia. Kumar e Bhattacharya (2008) relataram
que esta disponivel para comercializacdo a xiloglucana da T. indica como aditivo
alimentar, tendo como funcionalidade a melhoria da textura e viscosidade nos
alimentos processados. Isto se deve ao fato de que, sob condi¢cdes especificas, as
xiloglucanas podem formar solucdes viscosas e, ao interagir com compostos como
tetraborato, agua, alcool e quitosana, resultam na formacdo de gel ou aumento da
viscosidade da solucdo (MARTIN et al.,, 2003; YUGUCHI et al., 2004; SIMI,
ABRAHAM, 2010). Existem também outras aplicacdes como agente antimicrobiano e
inibidor da cristalizacao de sobremesa (KUMAR & BHATTACHARYA, 2008).

Existem patentes que relatam o uso da xiloglucana como emulsificante de
alimentos &cidos (JP 2000060481, 2000), estabilizante de prepara¢cfes a base de
leite (JP 01157365, 1989) e de preparacdes com Oleo e agua (JP2003113323,
2003), assim como estabilizante em tempero (JP 2000139399, 2000), agente
antimicrobiano (JP20040902, 2004), inibidor de cristalizagdo em sobremesas (JP
2005013099, 2005) e como formadora de filme (BR 1120120071254A2, 2012).

Na india e no Jap&o a xiloglucana é utilizada para uma gama de produtos de
confeitaria, bem como aditivos com a funcdo de agente gelificante para diferentes
produtos alimenticios (NITTA & NISHINARI, 2005; PICOUT et al., 2003).

A xiloglucana também pode apresentar funcdo regulatoria, pois seus
oligossacarideos ndo sdo digeridos pelas enzimas digestivas humanas, atuando
como fibra dietética (PICOUT et al., 2003).

Rodrigues et al. (2017) produziram e avaliaram filmes a base de xiloglucana
extraida de semente de tamarindo, incorporando Oleo de semente de sésamo,
visando posteriormente 0 uso como revestimentos ativos para prolongar a vida util
dos alimentos como queijos, nozes e frutas.

Poucas pesquisas relatam a aplicagdo das xiloglucanas extraidas de
sementes de H. courbaril na indUstria de alimentos. Existe uma patente publicada
relatando a presenca deste polissacarideo na espécie em questao, ressaltando sua
aplicacéo na area de alimentos e farmacéutica (US5488105 (A), 1996).

Freitas et al. (2015) estudaram este polissacarideo da semente de jatoba,

avaliando as propriedades viscoelasticas de solugbes aquosas, confirmando a
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presenca de uma rede transitoria, quase permanente e semelhante ao de outros
polissacarideos, em particular a goma guar, propriedade importante que pode ser

explorada com a utilizacdo da mesma na inddstria alimenticia.

3.4 MICROESTRUTURADOS: PRODUCAO E CARACTERISTICAS

3.4.1 Microencapsulacéo

A microencapsulagdo é um processo em que substancias ativas s&o
revestidas por capsulas extremamente pequenas (SILVA et al., 2014). Trata-se de
aprisionamento de um agente ativo dentro de uma substancia designada como
agente encapsulante (NEDOVIC et al., 2011).

E definida ainda, como uma tecnologia de embalagem ou empacotamento
através de polimeros finos, de substancias sélidas, liquidas ou gasosas, que daréo
como resultado as microparticulas (GHARSALLAOUI et al., 2007; PAULO; SANTOS,
2017).

Existem diferentes métodos de microencapsular, entre eles secagem por
pulverizagdo ou spray drying, spray chilling, liofilizagdo, extrusdo, coacervagéo e
técnica microfluidica (AZEREDO, 2005).

O spray drying é caracterizado pelo processo onde uma emulsdo contendo o
material encapsulante e o material ativo, é atomizada dentro do secador, ocorrendo
a evaporacao do liquido da solucdo do agente encapsulante, com a formacdo da
membrana ao redor do material ativo (GUERIN et al., 2017; MEDINA-TORRES et al.,
2013; ROCHA; FAVARO-TRINDADE; GROSSO, 2012; RAJABI et al., 2015; SOUZA
et al, 2013; SOUZA et al., 2015). Outro método é o spray chilling que consiste na
atomizacdo em uma camara resfriada, de uma disperséo ou emulsao que contém o
agente ativo, para a producdo de microparticulas lipidicas soélidas (MATOS et al.,
2017; SARTORI et al., 2015). J& a liofilizacdo € um método baseado na desidratacdo
por sublimagédo de um produto congelado (JAFARI; MAHDAVI-KHAZAEI, HEMMATI-
KAKHKI, 2016).

A extrusdo € outro método de microencapsulagdo que envolve a disperséao do
material do nacleo em um carboidrato, onde a mistura é forcada através de moldes,
em direcdo a um liquido desidratante, para em seguida, o material extrusado ser

guebrado em fragmentos menores para serem separados e secos (AZEREDO,
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2005; CHANG et al., 2010). J4 a coacervacdo € um fendmeno coloidal referente a
uma separacao de fases, em que uma fase liquida rica em um coldide, separa-se de
uma solugcdo macromolecular, como resultado de uma reducéo da solubilidade por
meios quimicos ou fisicos (ex: alteracdo de temperatura ou de pH e adicdo de uma
solucgéo idnica concentrada) (COMUNIAN et al., 2013).

A técnica microfluidica € outro método de microencapsulacao caracterizado
pela utilizacdo de dispositivos microfluidicos, para a fabricacdo de gotas
monodispersas com propriedades mecanicas uniformes, permitindo um maior
controle na liberacdo dos agentes ativos (COMUNIAN et al., 2014b).

Segundo Herrero-vanrell et al. (2014), as microparticulas podem ser
distinguidas em microesferas ou microcapsulas, apresentando caracteristicas de

estruturas internas e morfologia especificas (Figura 2).

Figura 2- Modelos de Microparticulas: microcapsulas (A) e microesferas (B)

(A) (B)

Substancia

Ativa Substancia

Ativa

Polimero

FONTE: Adaptado de Herrero-vanrell et al. (2014).

As microcapsulas contém um ndcleo interno e centralizado pela substancia
ativa recoberta pelo polimero e as microesferas contém uma estrutura agregada em
gue o nucleo estad uniformemente disperso e/ou dissolvido numa rede polimérica
(AZEREDO, 2005; DESAI; PARK, 2005b).

Silva et al. (2014) relatam que existe uma ampla variedade de aplicacdo das
microparticulas em produtos de diferentes areas como industria de cosmeéticos,
farmacéutica, agrotoxicos e alimenticia, demonstrando um enorme potencial para
gerar produtos de qualidade superior.

Na industria alimentar, esta tecnologia € utilizada com éxito assegurando a
protecdo de aditivos sensiveis a temperatura, a luz, ao oxigénio e a umidade, para

reduzir a taxa de transferéncia do nucleo para o meio que se localiza (AZEREDO,



26

2005; DESAI; PARK, 2005b). Entre os aditivos microencapsulados estdo os agentes
aromatizantes, edulcorantes, corantes e vitaminas, além de células vivas como
probioticos (FANG; BHANDARI, 2010).

Ao realizar a microencapsulacdo destes ingredientes ou de células vivas, a
industria alimentar devera considerar os fatores tecnolégicos como propriedades de
fabricacdo e armazenamento, viabilidade econ6mica e satisfagdo dos consumidores
(AGUIAR; ESTEVINHO; SANTOS, 2016).

3.4.2 Microencapsulagao por spray drying

A secagem por pulverizagdo ou spray drying € uma metodologia de éxito na
indUstria alimentar por varias décadas para a producdo de alimentos em pé e
aglomerados (GOUIN, 2004; SHISHIR; CHEN, 2017).

E uma técnica excelente de microencapsulacio para a remocéo rapida de
solvente de um sistema, ou seja, o produto liquido é atomizado em uma corrente de
gas quente para instantaneamente obter-se um p6 (DAVIS, 2018; GHARSALLAOUI
et al., 2007). Assim, a substancia ativa é dissolvida ou suspensa em um material de
parede ou polimero que resultara em particulas secas (AGNIHOTRI et al., 2012).

O equipamento chamado de spray dryer (Figura 3) contém um aquecedor de
ar, atomizador, camara de pulverizacdo principal, soprador ou ventilador, ciclone e
coletor de produto (AGNIHOTRI et al., 2012), que dardo sequéncia as sub-etapas do
processo como a atomizacao, contato com o ar quente, evaporacdo da agua e
separacao de ar seco do produto umido, e o recolhimento do produto em pé para um
recipiente (DAVIS, 2018).

Entre as vantagens de se utilizar o spray dryer estdo a disponibilidade de
versdes do equipamento em grandes dimensdes, que dard uma producdo em
grande escala com economia operacional, além da producéo de particulas com alta
solubilidade, estabilidade, arredondadas e com tamanho, distribuicdo, morfologia e
composicdo controlaveis (MADENE et al., 2006; STUNDA-ZUJEVA; IRBE;
BERZINA-CIMDINA, 2017). Outro beneficio € o curto tempo de contato de secagem
(5 a 100s), o que tende a preservar atributos de materiais sensiveis ao calor
(SHISHIR; CHEN, 2017).
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Figura 3- Spray dryer de bancada.
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FONTE: Autor (2016)

Entre os materiais encapsulantes utilizados para microencapsular compostos
ativos estdo carboidratos, lipideos, materiais inorganicos e proteinas (SILVA et al.,
2014). Dentre os carboidratos destacam-se os polissacarideos e gomas que foram
utilizados para microencapsular diferentes substancias ativas, resultando em
microparticulas com alta estabilidade (BERNUCCI et al., 2017; DONHOWE et al.,
2014; ROCHA; FAVARO-TRINDADE; GROSSO, 2012).

Existem quatro etapas no uso do spray dryer para microencapsular agentes
bioativos entre elas estdo a preparacdo da dispersdo ou emulsdo; homogeneizagao
da dispersédo; atomizacdo da emulséo; e desidratacdo do material para obtencéo das
particulas (GHARSALLAOUI et al., 2007).

Com o objetivo de proteger pigmentos, a secagem por pulverizacdo tem sido
utilizada por diferentes autores com desempenho positivo. A producdo de
microparticulas de licopeno encapsuladas por amido modificado (Capsul®) foram
demonstradas por Rocha, Favaro-Trindade e Grosso (2012) com um perfil de
liberacdo e coloracdo homogéneo, podendo ser aplicado em produtos alimenticios.
Donhowe et al. (2014) determinaram o efeito da microencapsulacao por spray drying
de B-caroteno com trés tipos de encapsulantes (maltodextrina, quitosana e alginato)

obtendo sucesso com a maltodextrina, que posteriormente foi aplicada em agua e



28

em matrizes alimentares como pudim e iogurte apresentando no ensaio de digestao
in vitro uma biodisponibilidade maior quando dispersiva em agua.

Para resguardar probi6ticos, a microencapsulacdo através do spray drying
tem sido utilizada para diferentes espécies de microrganismos. Entre eles tem-se o
Bifidobacterium longum 5™ que foi microencapsulado por emulsificacédo do alginato
com amido e quitosana e por secagem por pulverizagdo usando leite desnatado
como carreador, apresentando éxito na protecdo e integridade nas condi¢cdes
simuladas no trato gastrointestinal (BERNUCCI et al.,, 2017). Lactobacilos
rhamnosus GG foram microencapsulados com misturas de caseinas micelares e
solucdes de proteinas de soro de leite desnaturado com adi¢do de quimiosina antes
da secagem, resultando em microparticulas viaveis para serem aplicadas em
alimentos liquidos (GUERIN et al., 2017).

A encapsulacdo do Oleo essencial isoeugenol em emulsdes secas por
pulverizagdo, para ter uma agdo antibacteriana mais eficaz foi descrita por Nielsen et
al. (2016), que comprovaram um aumento na atividade antibacteriana contra
Escherichia coli K12 e Listeria monocytogenes em suco de cenoura.

Varios antioxidantes como &cido gdlico, extratos de plantas que contém
compostos ativos e também o acido ascorbico ja foram microencapsulados pelo
processo de spray drying. Medina Torres et al. (2013) microencapsularam o acido
galico com mucilagem de Opuntia ficus indica, apresentando resultados promissores
para aplicacdo em alimentos.

Os compostos ativos do acafrdo foram microencapsulados através do spray
drying, utilizando a maltodextrina, juntamente com a goma arabica e gelatina como
agentes encapsulantes, demonstrando que a mistura dos trés materiais de parede
foram eficientes para o encapsulamento do extrato de acafrdo, preservando seus
compostos ativos (RAJABI et al., 2015).

Os extratos hidroalcodlicos de Suillus luteus e Coprinopsis atramentaria foram
microencapsulados por spray drying, utilizando a maltodextrina, e testados quando
incorporados em queijo cottage, demostrando a preservacdo da atividade
antioxidante dos extratos (RIBEIRO et al., 2015).

Com o objetivo de encontrar uma correlacdo entre a tecnologia de
microencapsulacdo aplicada a vinhos e a sua composicao volatil e perfil fendlico,

Avellone et al. (2018) avaliaram os vinhos previamente submetidos a secagem por
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pulverizagdo, apontando que nao houveram influéncias no quantitativo dos
compostos fendlicos e pigmentos derivados de antocianina.

Amostras em pd de cranberry foram obtidas por diferentes métodos de
secagem e avaliadas em relacdo ao perfil polifendlico, onde os maiores contetdos
polifendlicos foram observados ap0s o processo de spray drying, ressaltando a
praticidade e economia operacional desta técnica de secagem, quando se pretende
resguardar os compostos ativos do cranberry (MICHALSKA et al., 2018).

3.4.3 Microencapsulacéo do Acido Ascérbico

O &cido ascoérbico (AA) conhecido como vitamina C, € hidrossoluvel e
termolabil, encontrado na natureza sob duas formas: reduzida ou oxidada (&cido
deidroascorbico), que séo igualmente ativas (Figura 4), porém a forma oxidada esta
muito menos difundida nas substancias naturais (MANELA-AZULAY et al., 2003). A
forma reduzida € a mais comum e denominada L-acido ascorbico, que é altamente
polar, onde as propriedades redutoras e &cidas sado dadas na por¢cdo 2,3-enediol
(FENNEMA; DAMODARAN; PARKIN, 2010). Os seres humanos e outros primatas

sdo os unicos mamiferos incapazes de sintetizad-lo (MANELA-AZULAY et al., 2003).

Figura 4- Formula Estrutural do L- Acido Ascérbico e Acido Deidroascérbico

L- Acido Ascérbico (Reduzida) Acido Deidroascorbico (Oxidada)
HO
0 OH
0 |
HO H0H2CHC; :0: :0
HO OH o) 0

FONTE: Autor (2017).

Acido ascoérbico é um aditivo usado em alimentos pela virtude das suas
propriedades vitaminicas e antioxidantes (COMUNIAN et al., 2014b). Os
antioxidantes sdo aditivos alimentares que atuam no mecanismo oxidativo que levam
a deterioragdo de alimentos, eliminando os radicais livres ou oxigénio, ou pela

inibicdo de enzimas que facilitam a oxidacédo (SCHYVENS, 2014).
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Uma das suas caracteristicas especificas é a instabilidade, que pode ser
influenciada por diferentes fatores como calor, luz, alta concentragdo de oxigénio e
altos valores de atividade da agua (COMUNIAN et al., 2014a). Portanto, ele pode ser
facilmente degradado durante o processamento de alimentos e, por isso, a
microencapsulagcéo seria importante para reté-lo, permitindo a entrega ao local de
destino no tempo necessario (NIZORI; BUI; SMALL, 2012), evitando a formacéo de
compostos indesejaveis, entre eles o furano, um possivel carcinogéneo obtido a
partir do acido ascorbico que estad incorporado em alimentos produzidos por
processamento térmico (OZDEMIR; GOKMEN, 2015). Duas vias podem ser
descritas como formadores de furano através do acido ascorbico, onde a primeira se
inicia pela oxidacdo do mesmo em acido desidroascorbico, e a segunda através da
hidrolize e B-eliminacdo seguida por descarboxilacdo do &cido ascorbico para
produzir 3-desoxipentosulose, para em seguida formar o furano (LOCAS;
YAYLAYAN, 2004).

O AA é um dos antioxidantes que ja foi encapsulado. De acordo com Chang
et al (2010), o encapsulamento de AA representa um desafio devido a sua
instabilidade, elevada reatividade em baixo pH e a indisponibilidade de um polimero
de qualidade. Diante disto, alguns autores postularam diferentes meios e
mecanismos de microencapsulacdo do AA, como spray drying, spray chilling,
coacervacao, extrusdo, tecnologia microfluidica e mecanismo de gelificacao i6nica
com tripolifosfato de sodio (ALVIM et. al., 2016; ALISHAHI et al., 2011; COMUNIAN
et al. 2013; 2014b; CHANG et al., 2010; DESAI; PARK, 2005a).

Utilizando a metodologia do spray drying, varios autores microencapsularam
AA com éxito para diferentes aplicacdes. Desai e Park (2005a; 2006) prepararam
carreadores de AA utilizando quitosana reticulada por tripolifosfato de sédio, e o
processo resultou em microparticulas de formas esféricas com uma superficie lisa
que variaram com o volume de solucdo de agente de reticulacéo adicionado e que,
em diferentes condicbes de fabricagdo mudaram significativamente as
caracteristicas das mesmas.

Nizori, Bui e Small (2012) relataram a influéncia da temperatura do ar de
entrada durante a microencapsulagao por spray drying, de AA com alginato, pectina
e amido de arroz, sendo esta mais positiva quando a temperatura encontrava-se

mais elevada.
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A galactomanana foi utilizada para carrear acido ascérbico pelo método de
spray drying, mostrando-se eficiente quanto a estabilidade do composto, podendo
ser viavel para aplicacdo nas industrias de alimentos como agente protetor da
oxidacdo e como antioxidante na dieta humana (SOUZA et. al., 2015).

Microcapsulas foram preparadas por spray drying, com amido de milho
oxidado e gelatina, para resguardar &cido ascorbico, e demostraram resultados
adequados para libertacdo deste farmaco (DANG et al., 2017).

Outras técnicas foram desenvolvidas com o intuito de resguardar e impedir a
perda de AA durante o processamento de alimentos. A técnica de spray chilling foi
avaliada como metodologia de encapsulacao para sintetizar microparticulas lipidicas
sélidas (misturas de &acido laurico e acido oléico) contendo AA, revelando uma
excelente alternativa para entrega do composto bioativo (SARTORI et al., 2016).
Alvim et. al. (2016) encapsularam AA em goma arabica por spray drying e spray
chilling obtendo microparticulas de protecdo como veiculos potenciais na aplicacéo
de substancias sensiveis em produtos de panificacdo como biscoitos.

Microparticulas lipidicas de gordura interesterificada carregada com acido
ascorbico, foram obtidas por spray chilling e caracterizadas de acordo com a
distribuicdo de tamanho de particula e morfologia, comportamento térmico e
eficiéncia de encapsulamento, resultando na liberagdo controlada de AA e um
potencial para mascarar o seu sabor acido (MATOS et al., 2017).

Comunian et al. (2013; 2014b) microencapsularam o AA com a técnica de
coacervacao (utilizando gelatina e goma arabica como agentes encapsulantes, 6leo
de milho e poliglicerolato de poliglicerol como surfactante) e tecnologia microfluidica,
revelando que as mesmas apresentaram um enorme potencial para garantir a
estabilidade e um poder de mascarar o acido ascérbico.

Nanoparticulas obtidas por mecanismo de gelificacdo i6nica com tripolifosfato
de sodio contendo AA foram utilizadas na alimentacdo da espécie de peixe O.
mykiss, revelando que a vida de prateleira do AA encapsulado aumentou em
comparagao com o nao encapsulado (ALISHAHI et al., 2011).

O AA foi encapsulado em uma matriz de maltodextrina pelo processo de
extrusdo, demonstrando que os extrusados produzidos, podem ser utilizados para
transmitir ou modificar as propriedades dos nutrientes sem ser afetado pelos outros
ingredientes, ou pelas condi¢des tipicas do processo de producdo dos alimentos
(CHANG et al., 2010).
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O processo de producdo de microparticulas de pectina contendo &cido
ascorbico foi publicado como patente no Brasil, onde as microparticulas obtidas na
forma de pé pelo processo doe granulacdo em leito fluidizado, apresentaram uma
estabilidade de cor bastante acentuada (Pl 0006230-8, 2000).

3.5 CARACTERIZACAO DE MICROPARTICULAS

A caracterizacdo das microparticulas tem sido realizada em diferentes
pesquisas através de métodos analiticos como Microscopia Eletrbnica de Varredura,
Espectroscopia de Infravermelho Transformada de Fourier, Analises térmicas e
Andlise de libertacdo da substancia encapsulada (ALVIM et. al., 2016; COMUNIAN
et al. 2013; DANG et al., 2017; SOUZA et. al., 2015).

A atividade antioxidante frente ao radical livre DPPH e a quantificacdo do
acido ascorbico sdo andlises aplicadas comumente para microparticulas contendo
AA (SOUZA et. al., 2015; MATOS et al., 2017).

A microscopia eletrbnica de varredura é definida como ferramenta ou
instrumento versétil em atividades de pesquisa, sua resolucéo é de 10 nandmetros,
obtendo-se informacdes topograficas de amostras biolégicas ou ndo (CASTRO,
2002).

Para a visualizacdo de microparticulas, o MEV representa uma metodologia
para descrever as morfologias superficiais do material de parede quando aprisionam
o material do ndcleo, diante disto, diferentes autores utlizaram-na em suas
pesquisas quando encapsularam o AA através de spray dryer (ALVIM et al., 2016;
DESAI; PARK , 2006; NIZORI; BUI; SMALL , 2012; SOUZA et. al., 2015) e também
probiéticos (DONHOWE et al., 2014; GUERIN et al., 2017; MEDINA TORRES et al.,
2013; RAJABI et al., 2015; ROCHA; FAVARO-TRINDADE; GROSSO, 2012;
RIBEIRO et al, 2015; SOUZA et al, 2013).

A espectroscopia de infravermelho transformada de Fourier € uma técnica
que se baseia na analise de picos de absor¢cdo em determinados comprimentos de
onda (expressos em cm™), tornando-se uma ferramenta importante na identificacdo
de carboidratos na industria alimentar, farmacéutica e de cosmético (GOMEZ-
ORDONEZ; RUPEREZ, 2011; PEREIRA; GUEDA; RIBEIRO-CLARO, 2013). Uma

das vantagens, além da metodologia ndo ser destrutiva perante a amostra, é a
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necessidade de uma quantidade minima de amostra podendo ser seca ou Umida
(MAURICIO-IGLESIAS et al., 2009).

Mathlouthi e Koenig (1987) postularam cinco regifes identificadas em
carboidratos através do FTIR. Elas est&o no espectro normal entre 4000 e 650cm™ e
sdo caracterizadas como regido de estiramentos OH e CH (3600 e 2800 cm™),
regido de simetria local (1500 e 1200 cm™), regido de estiramentos CO (1200 e 950
cm™), impressdo digital ou regido anomérica (950 e 700 cm™) e regido esquelética
(abaixo de 700 cm™).

Diversas pesquisas caracterizaram a xiloglucana através das bandas de
absorcdo de 3420 e 2900 cm™ (regi&io de estiramentos OH e CH), 1600 cm™ (efeito
da agua absorvida pelo polimero), 1300 cm™(deformacdo do CH) e 940 cm™
(ligagbes glicosidicas) (MISHRA; MALHOTA, 2012; SONAWANE; BLALEKAR,;
SHIMPI, 2014; SUN et. al., 2005).

O FTIR tem sido utilizado para caracterizar microparticulas obtidas por spray
drying. Gharsallaoui et al. (2012) utilizaram duas camadas de proteina isolada de
ervilha com pectina para encapsular compostos aromatizantes de morango, onde os
resultados obtidos pela a analise de FTIR demonstraram que a pectina foi capaz de
preservar a estrutura secundaria da proteina da ervilha.

Souza et al. (2013) utilizaram a pectina e quitosana para encapsular
mangiferina, confirmando a presenca do composto ativo através de um pico de alta
intensidade ao redor 1560 cm™, que ndo esta presente nos espectros de pectina e
ou quitosana.

As analises térmicas sdo definidas como um grupo de técnicas onde uma
propriedade fisica de uma substancia € medida em funcdo de uma temperatura
controlada (IONASHIRO; CAIRES; GOMES, 2005).

Entre as analises térmicas tem-se a Analise Termogravimétrica (TGA) e
Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC). Na TGA mede-se a perda ou ganho de
massa em funcdo do tempo e temperatura (DENARI; CAVALHEIRO, 2012). Em
estudos com polissacarideos existem picos que sdo atribuidos a evaporacdo de
agua, a desidratacdo, despolimerizacdo e decomposicdo do esqueleto do
polissacarideo até se ter a decomposicdo da amostra (SIMI; ABRANHAM, 2010;
CERQUEIRA et al., 2014). Nesta analise a degradagdo de materiais poliméricos
comeca frequentemente com mudancas de entalpia (GOLEBIEWSKI; GALESKI,
2007).
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Na DSC determina-se as variagdes de entalpia da amostra comparando-se
em relacdo a um material inerte utilizado como referéncia, enquanto sdo expostas a
uma temperatura controlada (DENARI; CAVALHEIRO, 2012). O objetivo € medir as
diferencas de energia. Exitem duas modalidades de DSC: a de compensacao de
poténcia e a de fluxo de calor (IONASHIRO; CAIRES; GOMES, 2005). Na de
compensagao de poténcia tanto a amostra como a referéncia sao resfriados ou
aguecidos em condicdes isotérmicas, em fornos idénticos mas separados, de modo
que os termopares detectam os eventos. Ja no fluxo de calor a amostra e a
referéncia sdo aquecidas pela mesma fonte de calor, e a variagdo de temperatura,
em um dado momento é proporcional a entalpia (CANEVAROLO JR, 2004).

As técnicas térmicas ja foram amplamente utilizadas na caracterizacdo de
polissacarideos (BERGSTROM, et al., 2012; MISHRA; MALHOTA, 2012), assim
como na caracterizacdo de microparticulas com AA obtidas por spray drying e por
outros meios. Souza et al. (2015) avaliaram as microparticulas de galactomanana
com AA pela DSC e TGA, demonstrando pequenas diferencas na estabilidade
térmica da galactomanana antes e depois da incorporacdo de AA.

A DSC foi utilizada para determinar a temperatura vitrea (Tg) do produto
extrusado contendo AA, resultando na diminuicdo da Tg, devido ao fato do AA se
estabelecerem entre as cadeias do polimero diminuindo a interacdo entre suas
moléculas (CHANG et al., 2010). A DSC também foi utilizada para determinar a
temperatura vitrea de microparticulas de proteina isolada de ervilha com variac6es
da quantidade de pectina e contendo compostos aromatizantes de morango,
sugerindo que a quantidade baixa de pectina adicionada ao sistema polimérico nao
afetaram nos valores da Tg (GHARSALLAOUI et al., 2012).

As microparticulas do acido galico com mucilagem de Opuntia ficus indica,
foram caracterizadas através da DSC, onde os resultados demonstraram que a
mucilagem, representa um aditivo alimentar promissor para incorporacdo em
alimentos (MEDINA TORRES et al., 2013).

A analise de TGA foi utilizada para avaliar a estabilidade térmica das
microparticulas de amido de milho oxidado e gelatina, contendo AA, apresentando
uma alta estabilidade térmica ap0s a reacdo entre 0s materiais encapsulantes

utilizados na producao destas microparticulas (DANG et al., 2017).
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3.6 QUANTIFICACAO E EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO DO ACIDO
ASCORBICO

Atualmente existem dois métodos de identificacdo e quantificacdo de AA,
entre eles os métodos biolégicos que foram os primeiros a serem desenvolvidos,
mas se tornam inviaveis pelo custo, tempo e por serem pouco repetitivos, tornando
0s métodos quimicos mais empregados atualmente (OLIVEIRA; GODQY; PRADO,
2010).

O método de Tillmans, de acordo com as Normas Analiticas do Instituto
Adolfo Lutz (2008), é utilizado para amostras com baixo teor de AA. Nesta
metodologia, a amostra que contém o AA é adicionada a uma solucdo de &cido
metafosférico com acido acético e submetida a uma titulacédo utilizando o indicador
2,6-diclorofenol-indofenol (DCFI), reduzindo-o a uma solucéo incolor. Quando se da
0 excesso do indicador ndo reduzido, confere-se a solucdo acida uma coloragéo
rosa, facilitando a observacao do ponto de viragem a olho nu. Esta € uma técnica de
facil aplicacdo e economica, principalmente quando comparada a técnica
cromatografica (OLIVEIRA; GODOY; PRADO, 2010). Esta metodologia é ainda
indicada pela Association of Official Analytical Chemists — A.O.A.C (1984).

Benassi e Antunes (1988) postularam que o acido metafosforico e acido
acético indicados para esta analise podera ser substituido por acido oxalico, quando
testaram na determinacdo de vitamina C em brocolis, pimenta verde, batata, couve-
flor, repolho e couve verde. Recentemente, outros trabalhos adotaram a mesma
metodologia utilizando o &cido oxalico na analise de AA (CARAMES et al., 2017;
MARTINEZ-ORTIZ et al., 2017; TANG; LEE, 2016) por ele ser mais barato e menos
toxico do que o acido metafosforico (HERNANDEZ; LOBO; GONZALEZ, 2006).

Perante estes fatos, varios autores utilizaram esta metodologia com &cido
oxalico para quantificar o conteiddo de AA em microparticulas e posteriormente
utilizar este resultado para determinar a Eficiéncia de Encapsulagédo (EE), que pode
ser definida como a percentagem de substancia ativa, medida nas microparticulas
apos processamento, em relacdo a quantidade de substancia ativa inicialmente
utilizada (ALVIM et al., 2016; COMUNIAN et al., 2013; MATOS et al., 2017).

3.7 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
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A atividade antioxidante frente ao radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazil)
€ um método quimico, aplicado para determinar a capacidade antioxidante de um
composto em sequestrar radicais livres, desta maneira é uma das metodologias mais
utilizadas, por ser considerada um método rapido, pratico e com boa estabilidade
(SUCUPIRA et al., 2015). O DPPH é um radical de nitrogénio orgéanico, estavel, de
cor violeta, que possui absor¢gdo méaxima em 517nm, e sua reducéo € caracterizada
pelo decréscimo da absorbancia durante a reacdo (DENG; CHENG; YANG, 2011).

Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995) propuseram o método envolvendo a
utilizagdo do 2,2-difenil-1-picrilihidrazil (DPPHe), no qual compostos antioxidantes
reagem com o radical estavel em uma solucdo de metanol ou etanol. Eles relatam
gue, na presenca de um doador de hidrogénio ou elétron, a intensidade de absorcéo
diminui e a solugdo com o radical perde a cor violeta, tornando-se amarela. Isto €,
quando o elétron desemparelhado do &omo de nitrogénio no DPPH recebe um
atomo de hidrogénio proveniente de compostos antioxidantes, ocorre a mudanca de
cor (GULCIN, 2012).

A mudanca de cor devera ser medida por um espectrofotbmetro e a
absorbancia encontrada devera ser plotada contra a concentracdo. Para expressar o
resultado utiliza-se o EC50 ou CI50, ou seja, a concentragdo minima necessaria
para o antioxidante reduzir em 50% o DPPH inicial da reacdo (BRAND-WILLIAMS;
CUVELIER; BERSET, 1995; LEE et.al., 2003). O valor da CI50 € calculado por
regressao linear a partir da porcentagem de inibicdo (Pl) do radical DPPHe em
funcdo de diferentes concentragbes do antioxidante, onde as absorbancias obtidas
das diferentes diluigbes, sdo plotadas no eixo Y e diluigdo (mg/L) no eixo X,
determinando a equacdo da reta. Para calcular a PIl, deve-se substituir a
absorbancia equivalente a 50% da concentracdo do DPPH pelo y, e encontrar o
resultado que corresponde a amostra necessaria para reduzir em 50% a
concentragdo inicial do radical DPPH (CI50) (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER,;
BERSET, 1995).

Estudos anteriores utilizaram esta técnica para analisar a atividade
antioxidante de compostos bioativos encapsulados em uma matriz polimérica, entre
eles Souza et. al. (2015), que afirmaram que as amostras de AA encapsulado na
galactomanana tiveram a sua capacidade antioxidante reduzida quando comparadas
com o0 composto nao encapsulado.

3.8 ANALISE DE LIBERTAGAO DO ACIDO ASCORBICO
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A encapsulacdo permite que o nucleo seja isolado do ambiente externo até
que a liberacdo seja desejada (AZEREDO, 2005). Desta maneira torna-se uma
metodologia importante quando se trata de alguns compostos como o0s
antioxidantes. Desai e Park (2005b) destacaram os mecanismos envolvidos na
libertacdo controlada e entre eles estdo a difusdo, degradacédo, utilizacdo de
solvente, pH, temperatura e presséo. A Tabela 1 descreve os diferentes mecanismos

de libertacdo e suas caracteristicas de atuacao.

Tabela 1- Mecanismos de libertacdo das microparticulas e caracteristicas de

atuacao

Mecanismos Caracteristicas da Atuacéo Referéncias

Difusao A parede ¢é uma membrana SHAHIDI; HAN 1993
semipermeavel e ela deve esta
integra;
e A taxa € governada pelas WHORTON, 1995

propriedades quimicas de ambos
participantes e as propriedades
fisicas da parede, dimensGes dos
poros e aqueles no estado vitreo sédo
mais permeaveis que o0 estado
gomoso;

Degradacgéo Degradacgdo de proteinas ou lipidios DEPYPERE et al., 2003
pela acdo de proteases e lipases,

respectivamente.

Solvente e Quando em contato com solvente, o AZEREDO, 2005
carreador pode se  dissolver
completamente ou parcialmente com
a expansao.

pH e Com a mudanca de pH ha SILVA et al., 2014
interferéncia na solubilidade do
material.

Temperatura e Sensibiidade do  material a AZEREDO, 2005

temperatura;
e Ativacdo da libertagéo por fuséo. DEPYPERE et al., 2003
Presséo e Quando se aplica uma pressdo na SILVA et al., 2014

parede da microcépsula.

FONTE: Elaborada pela autora.
Entre os fatores que afetam este mecanismo estdo as interacdes entre o

material da parede e o nucleo, a volatilidade do nucleo, proporcdo entre nucleo e
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material de revestimento, tamanho das particulas e grau de viscosidade do
carreador (ROBERTS; TAYLOR, 2000).

Desai e Park (2005a) afirmam que a libertacdo controlada é um sistema que,
quando aplicado em uma matriz alimentar, torna-se uma fonte de ingredientes
totalmente novos com propriedades Unicas. O material de parede dissolve-se
através de um estimulo especifico, liberando o ndcleo no local ou no momento ideal
(SUAVE, 2006).

Na microencapsulacao de acido ascorbico, varios autores utilizaram a analise
de libertacdo in vitro para explicar o mecanismo e entender sua funcionalidade
quando aplicadas nas matrizes alimentares (DANG et al., 2017; DESAI; PARK,
2005a; 2006; ALISHAHI et al., 2011).

Um dos modelos utilizados para analisar a libertacdo in vitro baseia-se na
libertagdo do composto ativo através de uma membrana de dialise para o meio
constituido de uma solucdo tampédo. Esta metodologia foi realizada com éxito em
diferentes trabalhos com microencapsulacdo (BEIRAO-DA-COSTA et al, 2013;
DANG et al., 2017; PINHEIRO et al., 2015).

3.9 PESCADOS

3.9.1 Industrias Pesqueiras

Globalmente, o comércio de peixe e produtos da pesca tem aumentado de
forma constante, com crescimento significativo principalmente no setor de
Aquicultura (HAMILTON-HART; STRINGER, 2016). Na figura 5 pode-se observar a
evolucdo da aquicultura mundial e a estabilizacdo da pesca extrativa (FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS, 2016).

Segundo a Comissdo Econdmica para a América Latina e o Caribe (2017),
em conjunto com a Organizacdo das Nacdes Unidas para a Alimentacdo e a
Agricultura (FAO) e o Instituto Interamericano de Cooperagcdo para a Agricultura
(IICA), as pespectivas para 2018 € que a producdo aquicola na América Latina
mantenha um ritmo de crescimento superior em relagéo a outras regides do mundo,
impulsionada principalmente pela aquicultura. De acordo com o 1° Anuario Brasileiro
da Pesca e Aquicultura (ASSOCIACAO CULTURAL E EDUCACIONAL BRASIL,

2014), a atividade pesqueira brasileira gerou em 2011 um PIB nacional de R$ 5
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bilhdes, mobilizando 800 mil profissionais e proporcionando 3,5 milhdes de
empregos diretos e indiretos.

Figura 5- Evolucao da producdo mundial da pesca e aquicultura de 1950 a
2014.
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FONTE: FAO - Food and agriculture Food and Agriculture Organization of the United
Nations. Fishstat, 2016.

O crescimento impressionante da industria pesqueira tem importante
implicagdo em termos econdmicos, assim como a garantia da responsabilidade e a
sustentabilidade nas praticas da pesca (HAMILTON-HART; STRINGER, 2016).

Segundo a Food and Agriculture Organization of the United Nations (2016) a
producdo da pesca e da aquicultura € muito heterogénea em termos de espécies e
formas de produtos, onde as muitas espécies podem ser preparadas de diferentes
maneiras (frescos, congelados, salgados e curados) tornando o peixe um alimento
muito versatil. Assim, peixes e produtos da pesca estdo entre os alimentos mais
comercializados no mundo (SUMAILA; BELLMANN; TIPPING, 2016), representando
cerca de 10% das exportacdes aquicolas totais e 1% comércio mundial de
mercadorias em termos de valor (US $ 102 bilhées) (FOOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS, 2016).

3.9.2 Tilapia (Oreochromis spp.)
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A tilapia € uma das trés espécies de peixe mais cultivadas no planeta e uma
das mais consumidas nos Estados Unidos (ASSOCIACAO CULTURAL E
EDUCACIONAL BRASIL, 2014). Pertencente a familia Cichlidae, a tilapia compde o
grupo de peixes mais cultivado no Brasil, tendo apresentado uma producédo de
239,09 mil toneladas, ou 47,1% do total da piscicultura em 2016 (INSTITUTO
BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2016).

Os maiores volumes de producdo brasileira da tilapia estdo nas regifes
Nordeste, Sudeste e Sul, e polos de producdo mais expressivos no Ceard, Bahia,
Pernambuco, S&o Paulo, Minas Gerais e Parand, onde seu cultivo se da
principalmente em tanques-redes e em viveiros (BARBOSA, 2011).

A ampla utilizacao da tilapia como espécie aquicola deve-se a adaptabilidade
em diversas condicbes ambientais, excelente conversdo alimentar, pouca
susceptibilidade a doencas parasitdrias e elevada resisténcia a baixas
concentracbes de oxigénio (FITZSIMMONS; MARTINEZ-GARCIA; GONZALES-
ALANIS, 2011).

A parte nobre da tilapia é o filé que possui um alto contetdo de umidade (78 a
81%), proteinas (14 a 19%), lipidios (1,3 a 3,3%), colesterol (28,4 mg/100 g de
carne), acidos graxos da familia do émega 3, vitamina D e minerais como ferro,
magneésio, potassio, zinco e selénio (MENEGASSI, 2011). Pesquisas com o filé da
tilapia foram realizadas com a finalidade de avaliar estratégias para prolongar a vida
de prateleira e o desenvolvimento de novos produtos a partir da carne desta espécie
de peixe. Entre elas estd o uso de embalagem de atmosfera modificada e inibidores
de oxidacédo protéica do filé de tilapia durante o armazenamento em gelo (HE et al.,
2018).

Priyadarshini et al. (2017) utilizaram a carne de tilapia para a producéo de
surimi com uma unica lavagem com tratamento salino alcalino, resultando em um
produto de caracteristicas adequadas e de boa qualidade. Através do método de
ultra-sonografia preparou-se nanofibras de quitina que foram posteriormente
utilizadas em uma solucédo de cura para aumentar a percepcdo de salinidade em
filés de tilapia curados, com o objetivo de diminuir a porcentagem de sal adicionada

normalmente neste método de preservacao de alimentos (HSUEH; TSAI; LIU, 2017).

3.9.3 Processamento do hamburguer de peixe
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A filetagem é a principal forma de processamento de pescado no Brasil,
portanto faz-se necessario o incremento neste setor para agregacao de valores a
esta matéria prima de origem animal (GONCALVES, 2011).

Os produtos de origem animal em territorio brasileiro devem seguir o
Regulamento da Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal
(RIISPOA) elaborado e aprovado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) através do Decreto N° 9.013, de 29 de marco de 2017.
Neste mesmo documento existe a definicAho de pescado (Artigo 205) que
compreende 0s peixes, crustaceos, moluscos, anfibios, répteis, equinodermos e
outros animais aquaticos usados na alimentacdo humana (BRASIL, 2017).

Neste sentido ha também a definicdo dos produtos e derivados de pescado
(Artigo 332) como os produtos comestiveis que sdo elaborados a partir de pescado
inteiro ou de parte dele, aptos para o consumo humano (BRASIL, 2017). O inciso 1°
do Artigo 332 esclarece que, para ser considerado um produto de pescado, deve-se
possuir mais de cinquenta por cento (50%) de pescado dentro do referido produto,
respeitando as particularidades definidas no regulamento técnico especifico
(BRASIL, 2017).

Alguns paises como o Japao utilizam espécies de diferentes peixes para a
producdo de alimentos n&o convencionais entre eles pastas de peixe, pudins,
croguetes, salsichas e presuntos (MELGAREJO; MAURY, 2002).

Portanto, o aproveitamento de espécies e a utilizacdo de partes comestiveis
como matéria prima para o desenvolvimento de novos produtos abrem a
possibilidade de agregacdo de valor na area de pescado (GONCALVES, 2011) e,
desta maneira, surge o hamburguer de peixe. Nesta preparacdo, além da carne do
peixe, adicionam-se condimentos e aromas (MELGAREJO; MAURY, 2002), e a
massa formulada e homogeneizada € mantida a temperatura de 5°C, para formacao
do gel protéico que liga os ingredientes e assim segue para a pesagem e
enformagem na forma de disco, para posteriormente ser armazenada sob
congelamento (GONCALVES, 2011).

O processo de produgcdo de hambuarguer de peixe cavala (Decapterus) foi
patenteado na Europa, descrevendo entre os ingredientes o molho de soja, pimenta,
cebola e amido de milho (US PH22016000715 (U1), 2016).
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N&o existe uma legislacdo especifica para hamburguer de peixe no Brasil,
mas o Art. 349 do RIISPOA esclarece que a elaboracdo de produtos comestiveis de
pescado deve ser seguida, naquilo que Ihes for aplicavel, as exigéncias referentes a
produtos carneos previstas neste mesmo Decreto e o disposto em legislacdo
especifica (BRASIL, 2017). Desta maneira, tanto o RIISPOA como a Instrucéo
Normativa n° 20 de 31 de julho de 2000 do MAPA que aprova o Regulamento
Técnico de Identidade e Qualidade do Hamburguer, descrevem que ele € o produto
carneo industrializado obtido da carne moida dos animais de acougue, adicionado
ou ndo de tecido adiposo e ingredientes, moldado na forma de disco ou na forma
oval e submetido a processo tecnoldgico especifico (BRASIL, 2000; 2017).

Segundo a Instrucdo Normativa n° 20, os ingredientes obrigatorios sdo carne
de diferentes espécies de animais de acougue, e 0s opcionais sdo gordura animal,
gordura vegetal, agua, sal, proteinas de origem animal e/ou vegetal, leite em po,
acucares, maltodextrina, aditivos intencionais, condimentos, aromas e especiarias,
sendo ainda permitido a adicdo de no maximo 4,0% de proteina ndo carnica
(BRASIL, 2000).

O pescado, quando “in natura”, tem um alto grau de deterioracao,
principalmente quando exposto a condigdes inadequadas de armazenamento, onde
existem o0s processos autoliticos (enzimas), oxidacao lipidica e atividade da flora
microbiana deteriorante (BONACINA; QUEIROZ, 2007). Como o hamburguer se
trata de um produto manipulado e, em processamentos realizados com a carne do
peixe, podera haver interferéncias nas membranas celulares que promovem a
oxidacao lipidica, a adicdo de antioxidantes se faz necessaria para evitar reacdes
indesejaveis de rancificacdo (SAMPELS, 2015). Diferentes espécies de peixes foram
utilizadas como matéria prima para a producdo de hamburguer de peixe e estdo
descritos na Tabela 2.

Alguns estudos foram realizados com o objetivo de desenvolver alimentos
funcionais fortificados com compostos bioativos microencapsulados. O extrato de
laranja microencapsulado por spray drying foi adicionado a hamburgueres de peixe
fresco com objetivo de enriquecé-los e avaliar a bioacessibilidade dos compostos
ativos, demostrando que o extrato microencapsulado possuiu uma alta concentracéo
de compostos bioativos e apresentaram uma bioacessibilidade adequada (SPINELLI
et al., 2017). O hamburguer de peixe Robalo (Dicentrarchus labrax) foi enriquecido

com microparticulas contendo extrato do bagaco do malte, resultando em
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hamburgueres ricos em polifendis e flavondides e com uma melhor atividade
antioxidante do que a amostra controle (SPINELLI; CONTE; DEL NOBILE, 2016).

Tabela 2- Espécies utilizadas para o processamento de hamburguer de peixe

e objetivos de cada estudo

Espécie

Objetivos do Estudo

Referéncias

Boquichico
(Prochylodus nigricans)

Peixe-gato de prata
(Rhamdia quelen).

Cavala (Scomber
japonicus) e pescada
(Merluccius merluccius)

Cachama blanca
(Piaractus
brachypomus)

Catfish
(Clarias spp)

Badejo
(M. merlangus, L. 1758)
Til4pia
(Oreochromis niloticus)

Tilapia
(Oreochromis niloticus)

Tilapia
(Oreochromis niloticus)

Serra cavala
(S. brasiliensis)

Catla
(Catla catla)

Atum
(Atum trance)

Avaliacao fisico-quimica e
microbioldgica.

Hamburguer de peixe com residuo
de filetagem de peixe-gato de
prata.

Efeitos de 0leos essenciais e
atmosfera modificada sobre a
retencdo de qualidade.

Avaliagéo Fisica.

Estudo dos efeitos de diferentes
métodos de cozimento.

Efeitos dos diferentes métodos de
picagem na qualidade durante o
armazenamento.

Estudo do ponto de congelamento.

Estudo do efeito de grelhamento
do cozimento sobre as
propriedades fisico-quimicas e de
textura.

Avaliacdo de hambargueres de
peixes de tilapia com diferentes
niveis de puré de abobora ou puré
de batata.

Estudo da reducdo do teor de
sadio.

Estudo de
refrigerado.

armazenamento

Enriquecimento com subprodutos
industriais do azeite.

MELGAREJO; MAURY,
2002

BOCHI et al., 2008

DEL NOBILE et al., 2009

GARCIA et al, 2009

HASSABALLA et al., 2009

KOSE et al., 20009.

BAINY;
LENZI, 2015.

CORAZZA,;

BAINY et al., 2015.

ALl et al, 2017

QUADROS et al.,2015

VANITHA;  DHANAPAL,
REDDY, 2015.

CEDOLA et al, 2017

FONTE: Elaborada pela autora.
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A prépolis microencapsulada através de spray drying foi aplicada em
hamburgueres de peixe Robalo (Dicentrarchus labrax) com objetivo de melhorar as
propriedades antioxidantes e demonstrando um aumento efetivo de conteudo
fendlico no produto desenvolvido (SPINELLI et al., 2015).

Desta forma, o hamburguer de peixe apresenta-se como um produto
interessante para a agregacdo de microparticulas com substancias ativas, pois
conforme apontado por Spinelli et al. (2017), o hamburguer de peixe sé&o
considerados uma boa fonte de nutrientes, embora ndo tenham compostos
antioxidantes, oferecendo a oportunidade de novos desenvolvimentos tecnoldgicos
com o aumento da vida de prateleira, incluindo a possibilidade de transforméa-lo em

um alimento enriquecido de compostos ativos.
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Articfe histony: This stody evaluated the L-ascorbic acid [AA] encapsulation in micropartides of xyloglucan [XAA]
Received 2 june 2007 extracted from Hymenaeo cowrbaril s=eds by spray drying (500 and its application in tilapia fish burg-
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ta 34,00 ern.. FTIR spectrum confirmed the press=nce of A& in xyloglucan microparticles, which was cor-

robarated by DSL and TGA. The relezse of ascorbic acid was found to be pH-dependent. The application of

XA in tilapia fish burger did not change the pH afier heating and the ascorbic acid retention was greater

m? compared to its free form. The results indicate that xyloglucan can be used to encapsulate AA by 30 and
Armtinxidant sugpest that XAA was able to reduce undesirable organaleptic changes in fish bargers.

Encapsulation © 317 Elz=vier BV, All rights resenesd.
Hemicellulms:

Micrcencapsulation

Seray dnving

1. Introduction and crystalliz ation inhibitor [S], there being no reports of its actu-

Ower the last years. encapsulation studies with several poly-
meric materials from vegetal origin are attracting the attention of
researchers because they are natural sources and cheaper than syn-
thetic polymers [1]. Xyloglucan is a polysaccharide with specific
functions in the plant and plays an impartant structural role, while
also acting as a storage material in seeds of certain species such as
Hymenaea courbarilvar. cowrhardl, known as Jatoba, abundant native
lepuminous in the Brazilian forests. from North to Sowth, Xyloglu-
can is composed by glucose (40%), xylose (34%), galactose{20%) and
arabinose (6] | 2]

In pharmacology xyloglican is wsed in drug carmier systems
due to its solubility in water, being a natural biodegradable
non-antigenic polymer [3.4] In the food industry, for instance,
xyloglucan is used as a thickener, stabilizer. anti-microbacide agent

¥ Comesponding auther.
E-mof addreses: mporedufpebr, mgoc1954email.com
MG, Carneimo-da-Cunha)l

hetpe=l] doi.org 10,100 6/ fioma 201 7. 10,016
01:41-5130/ 3017 Elsevier V. All rights ressrved.

ation as an encapsulating agent for additives.

Microencapsulation by spray drying (S0D) is one of the standard
methods for encapsulation, in which a liquid product is atomized
and dried instantaneousty by a hot air stream, resulting in a powder
|&L Microencapsulation is widely used in the protection of active
components against factors that can cause degradation, such as
chemical substances, environmental adverse reactions and loss of
volatiles, improving the stability and contributing to a controlled
release [7]. One of the active compounds that have been encapsu-
lated with different polymers is ascorbic acid |8.3]. 1t is used by
the food industry and is considered one of the best alternatives
as antioidant, protecting the sensory and nutritional character-
istics of the food, while also increasing the content of vitamin C
in products; however, this additive is highly unstable and reactive
[10-12]. Also due o its acidic nature, ascorbic acid can interact
with other food components [13]. This interaction may result in
compounds such as furan, the formation of which will eocur during
the warm-up time | 14]. Microencapsulation with controlled release
of additives such as ascorbic acid for certain food formulations is
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interesting to maintain the appropriate charactenistics throughout
the processing and heating of the food product [15].

In the present study the xyloglocan from Hymemaea cowrbaril
var. courbart] seeds was used as an ascorbic acid encapsulating
agent by 50, and the microparticles obtained were characterized
and applied vo fish burgers for the controlled release of the active
compound during the beneficiation phase and protection during
baking.

2. Experimental
2.1. Materals

The seeds of Hymenaea courbart] var. courbart! were collected
in September 2015 in the city of Carnaubal, Ihiapaba Sierra
region in the Ceard State, Brazil. The v-ascorbic acid (99.7%),
2 5-dichlorophenolindophenol sodium salt dihydrate (DOIP; 97%,
Veter, Dugue de Caxias, Brazil) and methyl alcohol (228%) were
obtained from VETEC (Brazil). Absolute ethanol (96°GL) was
obtained from Santa Cruz (Brazil), acetone PA from Dynamics
[Brazil ), cocalic acid from Cromealine Fine Chemicals Ltd. (Erazil) and
2.2-diphenyl-1-picrylbydrazyl (DPPH) was obtained from Sigma-
Aldrich (Germany).

22, Extroction and purlfication of xylogfucan

The xyloglucan (X) from the seeds of H. courbart] was extracted
with 0.1 MMacl [ 5% (wiv )], precipitated with 46% ethanal [1:3 {viv]]
for 18 b, filtered on screen printing cloth {110 thread type). washed
with 100% ethanol | 1:3 (wjv]] for 30min and two times with ace-
tone PA [1:3 (wjv]] for 30min [16]. The precipitated xyloghscan
obtained was dried at 60°C until constant weight, powdered and
stored in amber glass bottles in dry place until further use.

23, Preporation of xyloghican microparticle with L-ascorbic ocid

The 1% (wjv) xyloglucan solution was prepared dissolving 10g
in 1000 ml of distilled water under magnetic stirring (200 rpm) at
25~C for 24 h. afterwards, were added 0.4 ¢ of L-ascorbic acid (AA)
and the solution was maintained under the same condition for mare
1h. after that, the solution was atomized in @ spray dryer device
[Buchi Mini Spray Dryer B-290) under the following operating con-
ditions: inlet air temperature at 160°C, outlet air temperature at
103-107 “C, an air flow (at standard temperature and pressure) of
53&L'h and pump speed of 233 mLih | 17] The chtained micropar-
ticles of xyloglucan containing As (XAA) and xyloghecan afier the
5D process [X50) were collected and stored in amber glass bot-
tles at room temperature (25 “C) for G0 days. The experiments were
carried gut in quintuplicate.

24, Morphology of micoparticles

The surface micrographs of microparticles of XAA and X5D
were camied out in a scanning electron microscope (SEM) madel
EVDIL515 [Zeiss, USA) at an accelerating voltage of 10kv under
vacuum conditions. Samples were prepared on stubs with carbon
double-sided tape (& mm « 30 mm] and subjected to a gold coating
in a Q1507 ES coater (Quorum Technologies, UKL

25, Fourter transform infrared (FTIE) speciroscopy

The FTIR spectra were obtained with a Cary 630 FTIR spectrom-
eter (Agilent Technologies, USA) within the range 4000-700cm- 1.
Fowdered samples of XAA microparticles, X and A& were placed in

contact with the previously clean crystal to then display the specira
[18].

2.6 Thermal analysts

The thermal properties of xyloglucan after the SD process
(%50, without the process () and of the microparticles XA were
determined by differential scanning calorimetry (DSC) and ther-
mogravimetric analysis (TGA). DSC measurements were camied
out with a FerkinElmer DSC 5000 (PerkinElmer, Massachusetts,
EUA) calibrated with Indium as standard. Approgimately 3 mg of
the sample was placed in aluminum DSC pans { Perkin-Elmer pans
30 pL BO143016) sealed with DSC covers (Perkin-Elmer Al cover
BO143003). The measurements were taken following the temper-
ature ramp, heating from 20°C to 120-C, then cooling to —45C
and finally heating at 300 “C, at a rate of 10“Cmin-" under a nitro-
gen atmosphere. The melting enthalpy (AHm), melting peak (Tm)
and glass transition temperature (Tg) were determined in the sec-
ond heating scan. TGA was completed with a PerkinElmer TGA 4000
{ PerkinElmer, Massachusetts, EUA) Samples were placed in the bal-
ance system and heated from 20°C to 450°C at a heating rate of
10-Cmin-" under a nitropen atmosphere.

2.7. Encapsulation eficiency of 1-Ascorbic acid

Ascorbic acid content in the micropartiches was determined
according o Tillmans method based on the titration principle, as
described previgusly [2] Briefly, 2 volume of 10mL of 0.05% (wi'v)
micraparticle solution in 1% {wiv) oxalic acid was added in Eden-
meyer flask containing S0mL of 1% {w/v) coalic acid and titrated
with0:2% [w/v) DOIP solution until persistent pink cobor for 15 5. The
ampount of ascorbic acid was caloulated acconding to the following
equation [12]; AA ()= (¥ x FYA x100, where V= volume spent in
the titration; F=wvolume of DCIF in mL spent on standardization;
A=mass (g) of the sample used in the titration. The encapsula-
tion efficiency (EE] was calculated according to the equation [20]:
EE(%)={Q0yQa) x 100, where QD is the total amount of ascorbic
acid determined in the system and QA the amount of ascorbic aced
added to the system. The encapsulation experiments were camied
out in quintuplicate and for each one of the five samples, ascor-
bic acid was determined in triplicate. Consequently, ascorbic acid
results are expressed as an average + standard deviation of the 15
values found.

2.8, Evahuation of stabliiy of X4A micopartcles

The evaluation of the stability of the ¥AA microparticles, was
carried out at time intervals of 0, 7, 15, 30 and G0days, through
ascorhic acid analysis mentioned in the section 2.7, taking the
result of the total ascorbic acid at time 0 as the value of 100%
It was also measured the antiowidant activity using the 23-
diphenyl- 1-picrylhydrazyl (DPPH) radical method [20], in which
the methanolic solution of the XAs samiple, with the concentration
of 10mgmL-", was initially subjected to ultrasonic bath (LNIGLE-
Ulirasonic Cleaner] for solubilization and release of AA from the
nucleus. From this sohstion different concentrations (from 0.1 to
7.5mgmL-1) were obtained with dihution with methancl. in paral-
lel, a methanolic solution of DPPH (0,026 mgmL- ') was prepared.
The reaction media consisted of 0.1 mL of each one of the con-
centrations together with 3.0mL of the free radical methanolic
solution DPFPH. As control, 0.0 mL of methanal were wsed with
3.8ml of methanolic solution of DPPH. The analysis was camied
out in triplicate and after 1h the absorbance was measured in
a spectrophotometer (HACH-DR 6000) at 515 nm. The inhibition
percentage (FI%) of samples from each concentration was calou-
lated by the equation F1({%)=|{Absorbance Control — Absorbance
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sample)i Absorbance Control] X 100. The P results of each con-
centration were plotted and through linear regression the 50%
Inhibitory Concentration {(1C50) of the DPPH radical was caboulated
in relation to the amount of antiogidant present in the polymer
matrix.

25 Analysts of scorbic acid release from micoparticles

The ascorbic ackd release profiles were obtained by dialysis [21].
samples of 100 mg X¥A (with 5 mg of AA) were solubilized in 5 mL
of different buffers, according to their pk; value (Clark and Lubs pH
2.0 and phosphate pH 6.5 and 7.0, and after that added to a dialysis
membrane (MAF 33 mm, 1.3 in., Dialysis Pipe Cellulose membrane,
Sigma-Aldrich, UsaL The membrane was subsequently placed in
95 mLof each buffer solution with magnetic stirming. Af certain time
intervals (from 0 to 4320 min], 1.0mL of samples were taken from
the dialysis buffers and added to the system of 1.0mLof fresh buffer
1 keep the volume of release medium constant. The amaount of A4
released from the microparticles was evaluated by measuring the
absorbance at 260nm | 22]ina spectrophotometer (HACH-DR G000,
UsA) Al release tests were carried out in triplicate, and to caloulate
the results, ascorbic acid calibration curves were constructed in the
concentration ranges from 20 to 200 g mL

210, Application of XA4 microparticles in fish burger

2101, Formulation of fish burger

Fresh tilapia fillets (Orecchromis nifotioes) were obtzined from
the local market of Sobral city (Ceard, Brazil) on the same day of
slaughter and transported to the laboratory in polystyrens boxes
along with an appropriate quantity of flaked wce. The fillets were
then washed with water at 4°C containing 5ppm of chlorine
for 15min prior to processing. Fish burgers were processed as
described previously with some modifications [23]. Four formula-
tion of fish burger were produced. For each batch containing 1000 g
of chopped tilapia, the following ingredients were incorporated
[wiiw): 1.5% of sodium chloride, 02% of monosodium glutamate,
0.1% of onion powder, 0.1% of garlic powder, 0.2% of coriander
pawder, 0.1% of white pepper powder, 5% of wheat flour, 10% of
witer at 4-C, and the resultant mass was homogenized on a cut-
ter (Metvisa, Brazil) and kept at low temperature (ice water bath)
for partial formation of protein gel for 20min. The mass obtained
from each batch of 1000 g were divided into 4 portions of 250 ¢ to
create 4 formulations: A1 (control - without any addition of free
AA, XAM or X); A2 (with free ascorbic acid additson - 0,02 gi100g of
formulation); A3 (with addition of 0.28 g of XAA containing 002 ¢
AA100 g of formulation) and A4 (with addition of 028 g of X/100g
of formulation]. Three batches of each formulation were prepared
resulting in five units of fish burger [50¢ each) in each batch, which
were molded with a manual hamburger mold with 7.6cm diame-
ter. The fifteen fish burgers of each formulation were individually
packed in high density polyethylene bags and stored at 4 -C All fish
burgers were submitted immediately to physicochemical analyzes
after preparation (raw samples) and after baking (baked samples)
in a conventional electric oven (Cook, Suggar, Brazil) at 200 C for
15min

2102 Physicochemical analysts of fish burger

21021 pH. The pH was measured in 2 suspension resulting from
the homogenization of 10g of each sample of fish burger with
100mL of distilled water for 2min, using a pH meter (PHS-3E,
Inolzb®, Brazil) previously calibrated [19]. The determinations
were carrsed out in triplicate.

21022 Ascorbic add. The amount of ascorbic acid in the fish
burgers before and after baking was determined according to
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the Tillmans method | 12] with modifications [24]. Samples were
ground ina cutter [Metvisa, Brasil). Then, 5 g of sample was added to
an Edenmeyer flask, and 50mL of oxalic acid solution (1 g/ 100mL)
was added. The maxture was kept under mild strring for 5 min and
then placed in an ultrasound bath for 2 min Samples were titrated
with DCF solution (0.2 g/ 100 mlL). Determinations were carried out
in triplicate.

21023 Color. The surface color of fish burger samples, raw
and cooked, was determined with a portable colorimeter (Col-
orium, Delta color, Brazil), previously calibrated. The parameters
determined were L° (L*=0 [black] and [*=100 [white]), o
(—o"=greenness and +a°=redness) and &° (—b*=blueness and
+b" =yellowness), C=(a"2+b"3%5) and hue angle [h®=arctg
(b*fa*]]. These parameters are the ones recommended by the Inter-
national Commission on Hlumination. Four readings were made on
randomly chosen reading pasitions for each sample in mriplicate.

211 Stattstical analyzes

Statistical analysis was carried owt using the analysis of variance
(AMOVA). The comparison between samples was analyzed using
the Tukey test. The statistical significance was established at p+ 0,05
(GraphPad Prism, version G, 20012, USAL

3. Results and discussion

¥yloglucan was efficiently extracted with the same extrac-
tion yield (72 + 5%, monosaccharsde composition and structure as
shown in the NMR spectra reported by Arruda et al [2].

1.1. Morphology of microparticles

The SEM micrograph of the surface morphology of the micropar-
ticles of xyloglocan (Xs0) and xyloglucan samples containing
v-ascorbic acid (XAA), spray dried, presented imperfect spherical
shapes and smooth surfaces.

The xyloglucan microparticles (Fig. 14) exhibited a collapsed
appearance, i.e., highly crimped, kneaded, while in the xyloglucan
microparticles containing L-ascorbic acid (Fig 18] more defined
spherical shapes of different sizes were observed. In this case, the
values varied from 4.4 to 34.0 wm due to the presence of L-ascorbic
arid in the interior of the microparticles, leading to filled nucle:.
The absence of crystals of cubic form characteristic of ascorbsc acid
|2] could be related to the efficient antimedant encapsulation.

These spherical structures are typical of materials subjected to
5D and dented surfaces with remarkable indentation is commanly
gbserved in encapsulation agents consisting of polysaccharides
|25-27), which can be atiributed to the effects of the drying rate on
the structure of the polysaccharide, leading o a rapid solidification
of the wall and, therefore. indentation shape [2E].

32 Fourler transform infrared (FTIIR) spectroscopy

Fig. 2 shows the infrared spectrum of 1-ascorbic acid samples,
XAA microparticles and xyloghucan. The L-ascorbic ackd displayed a
FITR spectrum simalar to the result obtained other authors [29,30].
In xyloglucan sample are very similar |:eal;s with those reported in
the literature [31.32], a5 the 32B0cm~* peak that shows the corre-
sponding functional growps to hydroeyd (0H) and the stretch —H
(2852-2072cm-1). The 1637 cm-1 peak can be atiributed to the
effect of water absorbed. and the peak of 1374cm-" for the des-
ignation C—H. At the peak of 1016cm" was observed similarity
with xylans and 870 cm-! i atiributed to the §-ghycosidic linkages
(1 4) between xylose units in hemicelluboses |33

49
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Fig 1. SEM micrographs of XS (A} and XAA(B).
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Fig- 2. MR of L-ascorbic acid {AA), XAA microparticles and xyloglucan.

Many of the chemical bonds shown in XAA microparticles have
similarities not only for xyloghucan but also for 1-ascorbic acid, with
only minor shifts in the peaks of the chemical bonds that have been
reported for both biomolecules.

The presence of the peaks of the lactone ring (1020-989cm-")
confirm the presence of ascorbic acid in the microparticles. A
decrease in the intensity of the (=0 stretch (1753cm-1) was
observed in XAA in comparison with 1-ascorbic acid, suggesting
that this carbonyl group is covalently interacting with the free—OH
of xyloglucan.

3.3. Thermal analysts

In order to thermally stabilize the sample and remove any mois-
ture, preliminarily heating was carried out until the temperature of
120°C. Afterwards, the experimental temperature was increased
up to 300-C According to peaks observed in the thermogram
(Fig. 3), the glassy temperature (Tg) and crystallization tempera-
ture were not observed, but only the melting point (Tm) and melting
enthalpy ( AH). The hemicelluloses usually have lower thermal sta-
bility than the cellulose, due to lack of crystallinity |34]. For the
xyloglucan sample subjected to the atomization process (XSD), the
melt peak occurred at 176.47 “Cwith AHof 116.91 J/g. For xyloglu-
can which was not subjected to atomization process (X} occurred
at 173.64°C with AH of 115.99)/g. Other authors observed in the
DSC thermal event the low-melting point (78 °C) [35] and at tem-
peratures above 200-C have been reported in the literature for
xyloglucan from another species [32.34], thus demonstrating that
the peaks of the XSD and X showed thermal average intensity,
despite to be amorphous polymers. The XAA endothermic peak was
164.55C associated with the melting point and AH of 125.55)/g,
thus demonstrating that the presence of 1-ascorbic acid decreased
the Tm and increased the AH in relation with the controls. Further-
more, with the absence of the strong endothermic peak (190°C) of
t-ascorbic acid [30] in the thermogram of XAA it should be consid-
ered, the change from the crystalline state to the soluble when it
was incorporated into the polysaccharide, suggesting so the incor-
paration of the active compound by xyloglucan.

Inthe samples subjected to TGA they were found two weight loss
events {Fig. 4). In xylogiucan control the first and second mass loss
event occurred at temperatures of 75.33 +4.5°C(AY=820%) and
297 £6.22°C (AY=56.45%), respectively, and in xyloglucan sub-
jected to SD, at 63.064 1.03°C (AY=8.56%) and 289,66 + 1.38C
(AY=63.97%), respectively. For the microparticles the first peak of

$
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Fig 3. Differential scanning calorimetry (DSC) analysis of XAA, XS0 and xyloglucan
samples.
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(HE Table 1
18] Retention and Inhibitory Comcentration (IC50) of ascorbic acid of KAL
134 Time {Days} &M Retention (%) IO (mgmL-1)
124 ] 100 407 20"
1 7 0101 +0058 ATIE0E
10 14 DEF+033E A50£0882

= | 045 +0.02" 4102054

£ 84 £ DOAS+013E A0 20T

ﬁ B &0 BO4E+088E 4052016

= 7 Equal superscript letters in the same column indicite the absence of stabistically

= b+ significant differences (p= 0L.05).

$
4 A inhibit 50% of the DPPH radicals |32, is shown also in Table 1.1t
#1 XS0 was observed that there was no statistically significant difference
L {p=0.05) of the antioxidant power of the microparticles containing
14 loghucar ascorbic acid, over 60 days, which allows to state that the xyloglu-
o R can microparticles obtained by S0 have proved to be efficeent in the

0 5 M0 150 X0 250 M0 X0 400 450 500 encapsulation of ascorbic acid
Tempéilure (°C)
3.6, Ascorbic octd refease from xylogiucon microparticles
Fig-4. Thermogravimetricanalysis (TCAlof X484, XS0 and myloghocan samples. Each
data point is an average of 3 determinations

temperature was at GOU0S-C 4+ 6.1 (AY=8.05%) and the second at
2EO41 + 253 °C[AY=61.54%]

Thie first peak is associated with the loss of water adsorbed by the
molecules that should be between 35 and 100+C[35] and presented
lower valwes in the ¥5D and XAA in comparison with xyloghecan,
being due to the fact that the first two ones were already with a
lesser amount of water, because they were subjected to an atom-
ization process, differing statistically from the control at the level
of 0.05% The second mass loss event ocourred as a result of sample
degradation and are similar in %50 and XAA not differing between
them and the control at the level of 0.05%, showing so that the 1-
ascorbic acid present in the XA4 sample did not affected the sample
degradation. The second peak of temperature of xyloglucan is con-
sistent with the Lterature |35,36]. The weight loss of xyloghecan
occurs at the maximum point of 250°C, ending the total degrada-
ticm at 300°C [34].

34. Encapsulation afficdency of escorbic add

The encapsulation efficiency (EE) was found to be 0534 4 1.6%,
indicating that the xyloglucan and the conditions used in SD process
did not cause significant damage to the active compound. The EE
value found here is similar to the other polysaccharides used for the
encapsulation of ascorbic acid, such as galactomannan that varied
from 9540 to 97.92% in different environmental conditions |20
and arabic gum that presented 100.80% 9]

35, Evalustion af the stability of ascarbic acld in the
microparticies

The retention of ascorbic acid and antioxidant activity of the
xyloglucan microparticles containing ascorbic acid over 80 days are
shoown in Table 1. A slight decay of about 9.00% occurmed on the
seventh day, remaining practically constant, and on the sixtieth
day of the experimental period was found to be 89.4E £ 0.ERY of
retention { Table 1) Various microencapsulation studies of ascorbic
acid in different polysaccharides by S0 have shown high retentions,
among them the one obtained E5.20% retention stability of rice
starch microparticles and 100% with arabic pum for G0days |37]
and using chitosan as the encapsulating of ascorbic acid in which
they found abowt 62% after 20days of the study |8]

Thie activity of ascorbic acid in XaA expressed as IC50E, which
is the concentration in mgmL-! of microparticles necessary to

The release standard of a compound may be pH dependent [ 39],
InFig. 5 itcan be seen that the ascorbic acid release from xyloglucan
microparticles is characterized by different phases in the experi-
ments. At pH 2.0 an increasing of AA release was observed from 0
to 180 min. After that, began a decline and at the end of 1440min
(24h) totalized about 93.68% of AA released during the analysis
time.

At pH 6.5 condition, a rapsd release was firstly observed in the
first 10 min, which can be described s a bursting effect, and there-
after became constant until the end of analysis time, totalizing a
release of 37.17%. Finally, at pH 7.0. the release was lower than
the ather two conditions, that is. AA was released at more con-
trolled rate, mainly after 120 min, a phase that is characterized as
a latency time, totalizing only 11.08% of ascorbic acid released in
relation to the value added to the system. These initial burst effects
followed by reduction in the rate of ascorbic acid release, approach-
ing a steady state, was similar to that observed by another author
|22] in gelatin microcapsules with oxidized corn starch tested at
pH 7.4. The effect of rupiure may be due to the volume expansion
of the polymer when immersed in lquid environment |21]. The
extended release period is possibly due to the existence of diffu-
sion pathways, where the active ingredient is released by this effect
or by pre-existing pores in the polymer [40,41]. Both the rupture
and latency mechanisms were ohserved in studies with different
polysaccharides [21,35,42 43]. Controlled relexse by microcapsule

-
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Fig. 5. AA release profiles from XAM at pH 7.0, £5 and 20, Each data point is an
average of 1 detemmina o
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Table 2 The color evaluation of fish burgers, before and after baking
pH and ascorbic aid analyzes in fish burgers. process, is an impaortant parameter and should be explored, espe-
Samgple type  pH A& Amount g 100 g fich burger cially due to the sccurrence of changes during heating, which may
-~ ke aked mask undesirable color changes in the final product induced by
the formulation |47 |. Table 3 shows the color measurements of the
Al E‘““i’: 533*'”;: L0 . raw and baked samples, showing that there are no significant dif-
ﬁ :1:::{5, :3::: ::III'“ :mfﬁ, ferences (p» 0.05) among the raw samples for the L* parameter;
A GBI+  EIE4+005 0D . ]H]'“'E\'El. for baked mp]ﬁt.l’ll A3 and M] the behavior was dif-

The resulis are averages+ standard deviation. The same lowercase letters in the
same cohumn and same uppercase letters in the same line indicate the absence of
significant differences (p= 0L0G). A1 {control - without any addition of free A8, GAA
or X); A2 {with free ascorbic acid addition - 0.025/100g of farmulation); A3 (with
addition of 0.2 g of XA& contzining D2 g AN 100g of fommmkison} and A4 (with
addition of 0285 of /1005 of lormulation].

is used to increase the efficiency of many additives that are intro-
duced into food and release the compound under the influence of
a specific stimulus [44]. Depending on the application, a slower
release rate may be required, and for ascorbic acid to be used a
a feed additive it must be present throughout the entire shelf-life
of the food, so the importance of controlled release would be the
reduction of additives loss during processing, storage and cooking
[45].

3.7, Analysis of pH, escorbic add and codar of fish burgers

Regarding pH. it is chserved (Table 2] that there is no significant
difference at the 5% level among the samples when the hamburger
is raw. Soon after baking there was a discrete increase, but only the
contral sample presented a significant difference. Similar values
wiere ohserved in the production of fish burgers of tilapia | 23] and
Citl catl |46

The remaining ascorbic ackd values in the fish burger samples
containing free ascorbic acid (A2) and ascorbic acid encapsulated
inxyloglucan( A3 ) after the baking are presented in Table 2 1t canbe
seen that A2 samples containing free ascorbic acid showed a reten-
tion of ascorbic acid of 43% and A3 samples containing ascorhic
acid encapsulated in xyloglucan a retention of 60%, Le., A3 was able
to reduce the loss of ascorbic ackd by 17%. This result demonstrates
the efficiency of microencapsulation by 50 in preservation of active
substance content. Similar results were obtained by another author
|3] which applied microparticles of gum arabic with ascorbic acid
in biscuits and found that microencapsulation by 50 protected the
active substance during cooking, with a reduction of about half of
thi loss chserved for the free active substance after baking. There-
fore, the microencapsulation showed to be effective in the release
of ascorbic ackd reducing its reactivity and consequently the forma-
tion of furan during heating | 15

ferent in comparison with control (41). 1tis also possible to observe
significant differences between A2 and A3, whose brightness was
statistically lower for A3, In relation to the 3* parameter and among
raw samples, only A3 did not present statistical difference in rela-
tion to the contral (A1) and that, the addition of free ascorbic acid
(A2} and of xyloglucan without ascorbic acid (44), led the raw sam-
ples with less redness appearance (p>005) in comparison with
contral (Al

After the baking process, all samples presented statistical dif-
ference in relation to the control (A1) but, A2 and A4 showed the
same pattern of decrease in the appearance of redness in compari-
son with the contral (A1), All samples presented positive vahses for
the b° parameter, i.e., the yellowing appearance is evident for both
raw andbaked samples. It isimportant to point out that the addition
of free ascorbc arid (AZ) decreased the value of B parameter com-
pared to other raw samples. After the baking process, there was no
significant difference among the samples in comparison with con-
tral (A1), It is also possible to observe that the intensity increase
in the b* parameter among raw and baked samples was more evi-
dent in A2 sample. This suggests that A4 encapsulation was able to
reduce undesirable reactions in fish burger. The values of C* and h*
confirmed the yellowing tendency for the raw and baked samples
however, the baking process increased the color intensity (higher
chroma and higher hue angle) for all samples in comparison with
contral (A1)

These results are in accordance with the appearance of the
formulations observed in Fig & Similar behavior for the color
parameters were reparted by another author [23] for tilapia fish
hamburgers containing hydrated textured soy protein (TSF). These
authors reported that the raw hamburger was brighter (higher
L* walue), had a less intense yellow colar {lower b° and lower
chroma) and closer to the red axis (lower hue angle) than baked
fish hamburgers. This behavior may be due to the various reactions
gccurmingduring heating, incheding the Maillard reaction, which are
respansible for the color change on the surface of the fish burgers.

4. Conclusion

Atomization by spray drying led to the production of xyloglucan
microparticles, extracted from Hymengea courbari] var. Courharil
seeds, with great encapsulation capacity of -ascorbsr acid (AA),

Tahle 3

Color mezsurements for raw and baked fish burgers.
Foammlabicnes r i b* [ [
Raw
Al 40354117 4R DLIP 5IE+031° 6034037 42355 5
Al SILO7 £0.15" 135: 0520 3354107 510+131° LBIEEDE"
A3 40804130 4745035 5724053 74340718 5022+ L04E
Ad 5143 £ AP 1.51 £ QGE 5204 N 541 20 TIT0E LIS
Bakad
Al 4083 £ 06T 2174024 B2 05T a054071% TrM:0E"
A2 4211 203F 212 £ DEF BTG5+ 047" 00 0T TE.26 £ [5G
A3 4131 20EE 23 MIEk 0574177 H541.20 7615 £ LI
Ad A1EE+D25® 1.95 £ LOTF B13+047° B5E+ D043 TETD £ LIS

The results are averages £ standard deviation. The same lowercse letters in the same column indicate the absence of significant differences (p- 00s). A1 {control - without
any addition of free A&, X84 or X AZ (with free ascorbic acid addition - 0.02 g/100 of fomuliton); A3 (with addition of 028 g of XAS containing U2 g A 100g of

formulation] and A4 {with addition of 028 g of /100 of formulation].
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N .

Fig. & Appearance of the raw and baked fish burger: A1 (contrel - without any addition of free A\ XAA or X): A2 (with free ascorbic acd addition - 0025 100g of
formulation): A3 (with addition of 0.28 g of XAA containing .02 g AN'100g of formudation) and A4 {with addition of 0.2 g of X/ 100 of formulation ).

good morphological characteristic and stability. The incorporation
of xyloglucan microparticles containing ascorbic acid in the tilapia
fish burger resulted in the retention of a greater amount of ascorbic
acid, leading to a lower variation in the color parameter b* between
raw and baked samples, when compared to samples containing free
ascorbic acid. The results suggest that the incorporation of xyloglu-
can microparticles containing ascorbic acid in tilapia fish burger
formulatson appears to be a viable alternative to avoid undesirable
organoleptic changes after baking.
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Producéo de microparticulas de xiloglucana das sementes de jatoba
(Hymenaea courbaril var. courbaril) com acido ascorbico para aplicacdo em
hambuarguer de peixe.
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RELATORIO DESCRITIVO DA PATENTE DE INVENCAO

PRODUQAO DE MICROPARTICULAS DE XILOGLUCANA DAS SEMENTES DE
JATOBA (Hymenaea courbaril var. courbaril) COM ACIDO ASCORBICO PARA
APLICACAO EM HAMBURGUER DE PEIXE

CAMPO DA INVENCAO

A presente invencdo envolve processos de obtencdo de microparticulas de
xiloglucana (Hymenaea courbaril var. courbaril) com &cido ascérbico, bem como

producdo de hamburguer de peixe com estas microparticulas incorporadas.

RESUMO

A presente invencao refere-se a um processo de obtencdo de microparticulas de
xiloglucana (H. courbaril var. courbaril) com acido ascorbico, bem como, a aplicacéo
destas microparticulas na producdo de hamburguer de peixe. Mais particularmente,
a presente invencdo compreende: um processo de obtencdo de microparticulas
utilizando como agente encapsulante a xiloglucana da semente de H. courbaril var.
courbaril, a utilizacdo da xiloglucana para encapsular acido ascorbico através do
processo de spray drying que é econémico e que resulta em microparticulas de boa
qualidade. Além disso envolve um processo de producdo de hambuirguer de peixe
com as microparticulas incorporadas, para garantir que o acido ascérbico ndo se
oxide facilmente e o produto elaborado nédo sofra alteracdo organoléptica
inadequada durante o armazenamento e minimize a formacdo de compostos

indesejaveis durante a cocgao.

DESCRICAO DO ESTADO DA TECNICA

Nos ultimos tempos, estudos com diversos materiais poliméricos de origem
vegetal, como os polissacarideos, vém atraindo a atencdo de pesquisadores, por
serem fontes naturais e renovaveis.

A xiloglucana € um destes polissacarideos com estrutura ramificada

constituida por glucose (40%), xilose (34%), galactose (20%) e arabinose (6%), que
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apresenta funcdes distintas no vegetal e possui um importante papel estrutural, além
de atuar como material de reserva em sementes, por exemplo, da espécie H.
courbaril var. courbaril, conhecida como Jatoba, pertencente a familia
Caesalpiniaceae de ocorréncia abundante em toda a floresta brasileira (ARRUDA et
al., 2015).

A xiloglucana das sementes da espécie H. courbaril var. courbaril ainda néo
foi explorada como a da semente da Tamarindus indica L., sendo uma das mais
aplicadas na industria alimenticia, segundo Kumar & Bhattacharya (2008), os quais
relataram patentes com o uso da mesma como emulsificante (JP2000060481, 2000),
estabilizante em diferentes alimentos (JP 01157365, 1989; JP2003113323, 2003;
JP2002233362, 2002; JP2000139399, 2000) agente antimicrobiano (JP20040902,
2004; JP 2003144071, 2003) e inibidor de cristalizacdo em sobremesas (JP
2002253126, 2002; JP 2005013099, 2005).

Existem patentes envolvendo o uso da espécie H. courbaril referente a um
processo de obtencdo do polissacarideo xiloglucana, de sementes de jatoba (H.
courbaril L., H. stilbocarpa, entre outras espécies), que foi aplicado em composicdes
cosméticas, de preferéncia composicdes antienvelhecimento (US 2012/0040926 A1,
2012); polissacarideos obtidos a partir de sementes de plantas de Hymenaea tém
sido utilizados como espessante, gelatinizante e estabilizante para suspenséo ou
emulsdo na area de alimentos, produtos quimicos e medicamentos (US5488105A,
1996); composicao de higiene pessoal utilizada para limpeza de pele humana ou
animal, que pode ser revestida em uma toalha, compreendendo um adstringente, um
humectante e um extrato botanico selecionado do grupo de espécies de Hydrastis
canadensis, Tabebuia impetiginosa, Hymenaea courbaril, Ptychopetalum olacoides,
Juniperus brasiliensis, Hamamelis virginiana e suas misturas (US20080260806A1,
2008); inibidora da enzima conversora da angiotensina e um alimento anti-
hipertensdo com efeitos leves permitindo a ingestdo continua (JP2004189662A,
2004); inibidor de liberacdo de hialuronidase e histamina, util como matéria-prima
para cosméticos e produtos alimentares com acdo anti-inflamatoria ou antialérgica,
compreendendo como ingrediente ativo o extrato de H. courbaril (JPHO853360A,
1996);composicao medicinal de ovo de galinha, em estado quente, cozido ou morno,
gue associado a polpa do fruto jatoba "H. courbaril ", propicia a elaboracdo de um
composto para cura e alivio de dores, comumente conhecidas como "bicos de

papagaio”. Raspando as sementes do fruto, obtém-se a polpa, que € um po6 de cor
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amarelada para se juntar ao ovo cozido que, ao ser misturado, proporcionara uma
pasta homogénea, ja propria para ser consumida (BR 1020120170450 A2), assim
como inibidor de alongamento dendritico para melanécitos compreendendo como
ingrediente ativo na forma de extrato (JP2014133708A, 2014).

Dentre as patentes mundiais com aplicacdo da xiloglucana para area de
alimentos pode se destacar 0s seguintes processos e produtos: filmes
compreendendo uma xiloglucana que compreende ndo mais de 11mol% de residuos
de galactose, bem como um método para produzir tais peliculas e a sua utilizacéao
como uma barreira de oxigénio (US2016251488 A1, 2016); composicao de gel
contendo xiloglucana, composto por mistura de amido e xiloglucana usado em
géneros alimenticios, incluindo molhos, massa, produtos refrigerados, produtos de
farinha de trigo, pré-misturas, picles e vermicelli de arroz, maionese, produtos
fermentados incluindo iogurte e produtos de farinha de trigo, pao e macarréo
(JP2014047179A, 2014). Também patente que relata a obtencdo de microcapsula
contendo um agente benéfico dentro de um invélucro de poliureia, caracterizado
pela poliureia possuir um polimero de deposicédo de polissacarideo néo iénico ligado
covalentemente ao mesmo. A invencdo também se refere a um método de
fabricacdo da referida microcapsula e composicdes que as contém
(W02016177607A1, 2016); compreendendo uma pelicula util para revestir a
composicao farmacéutica, nutracéutica ou nutricional ou revestir o nucleo, formando
granulos, microesferas, microcapsulas, mini-comprimidos, comprimidos e capsulas
(todos reivindicados). A composicdo também € util como material de embalagem
degradavel para microencapsulacdo de diferentes produtos alimentares
(W02017145143-Al); e também utilizada para filme (BR 112012 0071254A2, 2010),
nao havendo registros de atuacdo como encapsulante, especificamente com
xiloglucana para o aditivo alimentar acido ascorbico.

Um dos métodos utilizados para a encapsulacdo de aditivos € a
microencapsulacéo pelo spray drying que é a operagao unitaria da qual um produto
liquido é atomizado e seco instantaneamente através de uma corrente de ar quente,
obtendo-se um p6 (PEIGHAMBARDOUST; TAFTI; HESARI, 2011).

A microencapsulacdo é uma técnica bastante utilizada na protecdo de
compostos ativos contra fatores que podem causar a sua degradacgao, tais como:
reacbes adversas do ambiente, perda de volateis, melhorando a estabilidade e
contribuindo para liberacéo controlada (AGNIHOTRI et al., 2012).
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Um dos compostos ativos que ja foi encapsulado com diferentes polimeros é
0 acido ascorbico (ALISHAHI et al., 2011; ALVIM et al., 2016). Ele é utilizado pela
indUstria alimenticia como coadjuvante de tecnologia sendo considerado como
antioxidante na protecdo das caracteristicas sensoriais e nutricionais dos alimentos,
no entanto apresenta alta instabilidade e reatividade (COMUNIAN et al., 2013;
SARTORI et al., 2016, MATOS et al., 2017).

A microencapsulacdo com liberacdo controlada de aditivos como o acido
ascorbico para determinadas formulacdes alimentares € interessante para manter as
caracteristicas adequadas durante todo 0 processamento, armazenamento e
aquecimento do produto alimenticio (OZDEMIR; GOKMEN, 2015).

Entre as formulacdes alimentares tém-se os hamburgueres que, de acordo
com o Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem
Animal (BRASIL, 2017), é o produto carneo obtido de carne moida das diferentes
espécies animais com adi¢do ou ndo de ingredientes, moldado na forma de disco ou
na forma oval e submetido a processo tecnoldgico especifico.

A carne de peixe pode ser utilizada como base para o hamburguer com o
intuito de agregacdo de valor, mas existem poucos estudos na literatura sobre
produtos a base de peixe e, apesar do conhecimento das propriedades nutricionais
deste pescado, ndo ha informacdes suficientes sobre o uso potencial da carne, para
produzir essas formulacdes alimentares (BAINY et al., 2015).

Existem patentes nacionais e internacionais relacionadas com processo e
producdo de microparticulas de pectina contendo acido ascorbico (Pl 0006230-8,
2000), producéo de hamburguer cozido (P1 0401192-9 A2, 2004), de diferentes tipos
de hamburgueres como o de shiitake (BR 102015031975-4 A2, 2015), o de figado
bovino (BR 10 2014 032678 2 A2, 2014), o de palmito (Pl 1000785-7 A2, 2010), o de
feijdo (BR 102015027674-5 A2, 2015), o de arroz (Pl 0504004-3 A2, 2005), e o
adicionado de 6mega 3 (Pl 0802542-8 B1, 2008). Entre as patentes existe também a
de producdo de hamburguer de peixe cavala (PH 22016000715 U1, 2016). No
entanto, ndo esta contemplado nas patentes a produgédo de microparticulas de &cido
ascorbico revestidas com a xiloglucana da semente de H. courbaril var. courbaril, e
nem a aplicacdo destas microparticulas em hamburguer de peixe com o objetivo de

aumentar a estabilidade dos hamburgueres e a sua vida de prateleira.
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APRESENTACAO DOS PROBLEMAS EXISTENTES

O é&cido ascorbico & uma vitamina hidrossoluvel, termolabil e uma das suas
caracteristicas especificas € a instabilidade, que pode ser influenciada por diferentes
fatores como calor, luz, alta concentragéo de oxigénio e altos valores de atividade da
agua (COMUNIAN et al., 2014).

Devido a sua natureza acida, o acido ascoérbico pode interagir com outros
componentes alimentares e essa interacdo podera resultar em compostos como
furano, um carcinogénico cuja formagdo se dara durante o tempo de aquecimento
dos alimentos (SHEN et al., 2017).

Apesar do acido ascoérbico ja ter sido microencapsulado por diferentes
polimeros como quitosana, alginato, galactomanana, amido, goma arabica e pectina,
este procedimento ainda é um desafio devido a elevada reatividade do mesmo em
baixo pH e a indisponibilidade de um polimero de qualidade (CHANG et al, 2010).

Alimentos a base de carne de peixe como o hamburguer apresentam pH entre
6 e 7 e uma das caracteristicas nutricionais é o alto conteddo de acidos graxos
polinsaturados, 0s quais ocasionam um maior grau de deterioragao, principalmente a
oxidacao lipidica.

Portanto, existe uma preocupacdo em aplicar aditivos coadjuvantes de
tecnologia para que o0s produtos tenham caracteristicas sensoriais adequadas,
evitando principalmente a rancificacdo, necessitando assim da incorporacdo de um
antioxidante como o acido ascorbico capaz de manter o produto com seu sabor
natural, coloracdo adequada e mais atrativa para o consumidor. No entanto, se o
acido ascorbico estiver na forma livre podera levar a formacdo de substancias

indesejaveis a partir do processo de coccdo do hamburguer.

APRESENTACAO DA SOLUCAO EM LINHAS GERAIS

A presente invencao vem solucionar alguns problemas mencionados, quando
propde ndo s6 a producdo de microparticulas de acido ascorbico, que libera o
composto ativo de maneira controlada para o meio em que se encontra, mas
também a aplicacdo em preparac¢des alimenticias cujo pH seja pouco &cido, como o
hamburguer de peixe. Além disso, para se obter as microparticulas, utiliza-se

equipamento que € caracterizado pela simplicidade e economia operacional.
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A técnica, objeto do presente pedido de patente, utiliza como agente
encapsulante a xiloglucana, que é um polimero natural, renovavel, estavel, hidrofilico
e facilmente modificavel.

Outra vantagem da técnica ora exposta € a utilizacdo do spray drier, que é um
equipamento disponivel em versdes de grandes dimensdes, que dard uma producéo
em grande escala com economia operacional, além da producdo de microparticulas
com alta solubilidade, estabilidade, arredondada e com tamanho, distribuicéo,
morfologia e composicdo controlavel (MADENE et al., 2006; STUNDA-ZUJEVA,
IRBE; BERZINA-CIMDINA, 2017). Outro beneficio esta no curto tempo de contato de
secagem (5 a 100s) o que portanto, tende a preservar atributos de materiais
sensiveis ao calor, como o acido ascoérbico, que pode ser microencapsulado,
permitindo a liberacdo no tempo necessario, evitando a formacdo de compostos
indesejaveis durante o processamento térmico de alimentos (OZDEMIR; GOKMEN,
2015).

As microparticulas produzidas a partir da xiloglucana de H. courbaril var.
courbaril apresentam melhores comportamentos de liberagcédo de acido ascérbico em
alimentos com pH entre 6 e 7.

Desta maneira, a presente invengdo também ird incorporar as microparticulas
de xiloglucana e &cido ascoOrbico no hambuarguer de peixe, para garantir que o
composto ativo ndo se oxide facilmente e o produto elaborado ndo sofra alteragéo
organoléptica inadequada durante o armazenamento e minimize a formacéo de

compostos indesejaveis durante a cocgao.

SUMARIO DA INVENCAO

Sistemas de entrega de compostos ativos, como aditivos alimentares vém
sendo discutidos. Neste sentido, o objetivo do presente invento foi produzir
microparticulas utilizando como agente encapsulante a xiloglucana da semente de
H. courbaril var. courbaril, para encapsular acido ascorbico, através do processo de

spray drying que € econdmico e que resulta em microparticulas de boa qualidade.

A primeira fase trata-se do processo de producdo das microparticulas da
presente invencdo. Esta etapa € caracterizada pela microencapsulacdo do acido

ascorbico, utilizando a xiloglucana como agente encapsulante, através do spray
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dryer (Buchi Mini Spray Dryer B-290), evidenciando um processo econémico, além
da producao de microparticulas com alta estabilidade, arredondada e com tamanho,
morfologia e composicdo controlavel. Esta fase inclui avaliagdes da eficiéncia de
encapsulacdo, retencdo da atividade antioxidante e métodos analiticos que
caracterizaram a microparticula confirmando a presenca de acido ascoérbico nas
mesmas.

Outro aspecto da presente invencao inclui a aplicacdo das microparticulas em
hamburguer de peixe - uma preparacdo alimenticia feita do filé de peixe e
ingredientes. O método compreende a higienizacao dos filés de peixe, seguida de
trituracdo e homogeneizacdo com todos os ingredientes e manutencdo da massa a
baixa temperatura, seguida da mistura das microparticulas a massa, moldagem,
embalagem e armazenamento sob congelamento.

Outro aspecto desta Ultima etapa descrita inclui o controle e avaliacao dos
parametros fisico-quimicos do produto desta invencdo, determinando assim a
viabilidade da aplicacdo das microparticulas no hamburguer de peixe assim como

em outros produtos alimenticio.

DESCRICAO DETALHADA DO INVENTO

Esta descricdo detalhada da invencéo é dividida em duas partes. A Parte |
descreve 0 método de producdo das microparticulas de xiloglucana com &acido
ascorbico. A Parte Il descreve a metodologia para a aplicacdo das microparticulas
em hambdrguer de peixe.

Parte | - A presente invencao refere-se a producdo de microparticulas
utilizando como agente encapsulante a xiloglucana da semente de H. courbaril var.
courbaril, para encapsular &cido ascorbico. Os aspectos da realizagdo da
metodologia sdo descritas em duas etapas a seguir em maior detalhe. A primeira
etapa do método inclui o processo de obtencdo da solucdo de xiloglucana a 1%
(p/v), preparada dissolvendo 10 g de xiloglucana em 1000 mL de &gua destilada sob
agitagdo magnética (200 rpm), a temperatura de 25°C durante 24h. Posteriormente,
sao adicionados 0,4 g de acido ascorbico, mantendo-se a solugdo sob as mesmas
condigdes por mais 1 h.

Apébs a primeira etapa a solugéo € transferida para a segunda etapa, onde é
realizada a microencapsulacéo em aparelho de spray dryer (Buchi Mini Spray Dryer
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B-290) sob as seguintes condi¢cdes de operagdo: temperatura do ar de entrada a
160°C, temperatura do ar de saida a 103-107°C, fluxo de ar (a temperatura e
pressdo padrao) de 538 L/h e velocidade da bomba de 233 mL/h. As microparticulas
obtidas de xiloglucana contendo acido ascoérbico sdo coletadas e armazenadas em
frascos de vidro &mbar a temperatura ambiente (25°C).

Parte II- O outro aspecto da presente invencdao contempla a aplicacdo das
microparticulas em hamburguer de peixe. No processo inicial, os filés de peixe sdo
higienizados com agua a 4°C contendo 5ppm de cloro durante 15 minutos. Os filés
de peixe sdo triturados e homogeneizados com ingredientes como cloreto de sddio
(1,5%), glutamato monossodico (0,2%), cebola em p6 (0,1%), alho em po6 (0,1%),
coentro de po (0,2%), pimenta branca (0,1 %), farinha de trigo (5%) e agua a 4°C
(10%) e mantidos a baixa temperatura (banho de gelo) para formacéo parcial de gel
proteico por 20 min. As microparticulas sdo incorporadas a massa (adicao de 0,289
de microparticulas que continha 0,02g de acido ascorbico). A etapa de moldagem é
realizada através de um molde manual de hamburguer com diametro de 7,6 cm,
embalados individualmente em sacos de polietleno de alta densidade e
armazenados sob congelamento.

Outra consideracdo é que o acido ascorbico livre pode ser facilmente
degradado durante o processamento de alimentos e por isso a microencapsulagao
seria importante para reté-lo, permitindo a entrega ao local de destino no tempo

necessario.

O presente invento demonstra que a xiloglucana é viavel para ser utilizada
como agente encapsulante de &cido ascérbico. Outro aspecto de fundamental
importancia para esta invencdo é que a xiloglucana das sementes da H. courbaril
var. courbaril € um polimero natural, abundante, renovavel, estavel, hidrofilico e n&o

toxico.



65

REIVINDICACAO

1. Processos de obtencdo de microparticulas com &acido ascorbico utilizando a
xiloglucana obtida das sementes de H. courbaril var. courbaril, bem como

producdo de hamburguer de peixe com estas microparticulas incorporadas.

2. O processo da reivindicacdo 1 apresenta reivindicacfes caracterizadas por:

2.1. Um processo de obtencdo de microparticulas de xiloglucana (H. courbaril
var. courbaril) com acido ascérbico, realizado em etapas de obtencdo da solucdo de
xiloglucana com acido ascoérbico e secagem por spray drying;

2.2. Um processo de producdo de hamburguer de peixe com aplicacdo das

microparticulas de xiloglucana com acido ascorbico.

3. O processo da reivindicacdo 2.1, que envolve a producdo de microparticulas
utilizando a xiloglucana obtida das sementes de H. courbaril var. courbaril, assim
como a utilizacao de outras espécies que contém este polissacarideo.

O processo da reivindicagdo 2.1 € caracterizado ainda pela utilizacdo da
xiloglucana para encapsular o acido ascorbico por spray drying sob as condi¢des
de temperatura do ar de entrada 160°C, temperatura do ar de saida a 103-107°C,
um fluxo de ar (a temperatura e pressdo padréo) de 538 L/h e velocidade da
bomba de 233 mL/h, assim como pequenas variacbes em torno destes
parametros, além da producdo de microparticulas com alta estabilidade,
arredondadas e com tamanho, morfologia e composicdo controlaveis para
retencdo do aditivo e liberacdo por meio de difusdo ou por poros pré-existentes

no polimero.

4. O processo da reivindicacdo 2.2 € caracterizado pela aplicacdo das
microparticulas em hamburguer de peixe durante o beneficiamento, na
guantidade de 0,28g de microparticulas que contém 0,02g de acido ascérbico,

bem como de variacdes destas quantidades.

5. O processo da reivindicagdo 2.2 refere-se ao método caracterizado pela
liberacdo de acido ascoérbico das microparticulas de xiloglucana durante o

armazenamento do hamburguer de peixe a temperatura de 4°C e protecédo do
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antioxidante quando o hamburguer é submetido & coccdo em um forno elétrico

convencional a 200°C durante 15 min, com variagoes.

Os processos da reivindicagcdo de 1 a 5 sdo caracterizados pela aplicacao,
controle e avaliacdo dos parametros fisico-quimicos do produto desta invencao,
determinando, assim, a viabilidade da aplicacdo das microparticulas no

hamburguer de peixe, assim como em outros produtos alimenticios.
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5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem concluir que:

e A xiloglucana extraida de sementes de H. courbaril var. courbaril mostrou-se
adequada como agente encapsulante do acido ascérbico;

e A atomizacao por spray drying levou a producdo de microparticulas com boas
caracteristicas morfologicas e com grande capacidade de encapsulacdo do AA,
estabilidade e retencéo da atividade antioxidante durante 60 dias de estudo;

e O FTIR confirmou a presenca de AA nas microparticulas de xiloglucana, que foi
corroborado pelos resultados de DSC e TGA,

e A libertacdo do acido ascorbico das microparticulas de xiloglucana, foi
dependente do pH, podendo-se observar que o pH 6,5 e 7,0 foram os que
apresentaram uma libertacéo controlada de AA durante o tempo de analise;

e A incorporacdo de microparticulas de xiloglucana contendo acido ascorbico no
hamburguer de peixe tilapia, ndo alterou o pH apds o aquecimento e resultou na
retencdo de maior quantidade de acido ascérbico, levando a uma menor variacdo
no parametro de cor b* entre as amostras cruas e assadas, quando comparadas

as amostras contendo acido ascorbico livre.

E finalmente, a incorporacdo de microparticulas de xiloglucana contendo
acido ascorbico na formulacédo de hamburguer de peixe € uma alternativa viavel para

evitar alteracfes organolépticas indesejaveis ap0s o0 cozimento.
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ANEXO D
Trabalho apresentado no Il Simpdsio Internacional de Moléculas Bioativas e

Bioprocessos de Organismos Aquaticos- Natal, 2017.

L-ascorbic acid encapsulation in xiloglucan and its application in tilapia fish
burgers

Farias, M. D. P.1,2, Albuquerque, P. B. S.1, Soares, P. A. G. 3, S4, D. M. A. T. 2, Vicente, A. A. 4,
Carneiro-da-Cunha, M. G. 1.

'Departamento de Bioquimica/Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA), Universidade
Federal de Pernambuco-UFPE, CEP 50.670-420, Recife, PE, Brazil

’Eixo de Produc&o Alimenticia, Instituto Federal de Educacdo do Ceara- IFCE, CEP 62.042-030,
Sobral, CE, Brazil

®Instituto de Bioguimica Médica Leopoldo de Meis and Hospital Universitario Clementino Fraga Filho,
Programa de Glicobiologia, Universidade Federal do Rio de Janeiro, CEP 21941-913, Rio de
Janeiro, RJ, Brazil.

“Centre of Biological Engineering (CEB), Universidade do Minho, CEP 4710-057, Campus de Gualtar,
Braga, Portugal

Introduction: Tilapia (Oreochromis niloticus) is the most important exotic fish specie
in Brazilian aquaculture. L-ascorbic acid (AA) is widely used by the food industry as
antioxidant, however is highly unstable and reactive, once can interacting with other
food components during the warm-up, resulting in compounds such as furan, a well-
known carcinogenic, hence the importance of encapsulating AA. Objectives:
Produce of xyloglucan microparticles extracted from seeds of Hymenaea courbaril as
an AA encapsulating agent by spray drying (SD) and its application in tilapia burgers.
Material and Methods: Xyloglucan [1%(w/v) containing 0,04g AA] was atomized by
SD and the obtained microparticles (XAA) were applied in fish burgers. Fresh tilapia
fillets were obtained from the local market of Sobral city (Ceara, Brazil) on day of
slaughter and transported to the laboratory in boxes with ice. Fillets were then
sanitized and the fish burgers were prepared with condiments and manually modeled
(Bainy et al., 2015). The mass obtained was divided: Al (control - with free AA-0.02
g/100 g of formulation) and A2 (with 0.28 g of XAA containing 0.02 g AA/100 g of
formulation). Fish burgers before and after baking in a conventional electric oven
were submitted to analysis: pH, AA content (Adolph Lutz Institute, 2008) and surface
color, according to International Commission of Lighting. Results and Discussion:
The encapsulation efficiency was 96.34+1.6% and the retention of the ascorbic acid
was of 89.48+0.88% after 60 days. After application in burgers the samples A2 did
not change the pH after baking and the ascorbic acid retention was greater compared
to’ A1. Besides that, the intensity increase in b* parameter between raw and baked
samples, revealed the yellowish appearance more pronounced in samples Al.
Conclusions: XAA may reduce undesirable organoleptic changes in fish burgers
besides enriching with vitamin C, making it a functional food.

Keywords: Oreochromis niloticus; vitamin C; antioxidant; microencapsulation;
spray drying.
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ESTABILIDADE DOS COMPOSTOS BIOATIVOS DO
POLPA DE CAJU EM PO (Anacardium occidentale L.)

Vieira, R. M.": Barcelos, S. C. ': Moraes, G. M. D.%; Andrade, F. J.E. T.%: S84, D.
M. T.2; Cavalcante, C. E. B.%; Carneiro da Cunha, M.G.>; Farias, M. D. P. 2

'Discente do Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia - Campus
Sobral; ? Docente do Instituto Federal de Educagéo, Ciéncia e Tecnologia -
Campus Sobral; *Docente Universidade Federal de Pernambuco-UFPE.

Introducgao

O Brasil vem se destacando como um dos maiores produtores mundiais
de frutas (Vasques et al., 2006), por conta da sua consideravel biodiversidade
de fruteiras, onde os frutos das regides Norte, Sul e Nordeste apresentam
composi¢cdo em aroma e compostos funcionais de grande valor particularmente
em antioxidantes naturais como carotenoides e acido ascorbico (Camargo et
al., 2007).

Segundo Contreras-Calderon et al. (2011) o caju possui cerca de cinco
vezes mais conteldo de acido ascorbico (228 mg x 100 g-1) do que laranjas.
Na presenca de sais de cobre e de ferro, a vitamina C oxida-se até perder a
sua atividade vitaminica. A exposicdo a luz e a cocgdo interferem na
quantidade de acido ascérbico (Silva & Gongalves, 2007).

A secagem por spray drying € um método muito utilizado na industria de
alimentos, tendo como intuito a transformacé&o de polpa em pé, permitindo um
armazenamento prolongado e estabilidade do produto, de modo a ter uma
maior vida util, podendo ter acesso ao produto durante o ano e ndo apenas no
periodo de safra (Anselmo et al, 2006). Portanto o presente trabalho teve como
objetivo a obtencdo de um produto rico em vitamina C, propondo-se a
elaboracdo de um suco em pé incorporando-se a goma Xxantana para

resguardar os compostos bioativos.

Material e Métodos

Obtencédo e preparagdo da matéria prima a ser desidratado

O caju utllizado nas formulagdes do suco foram selecionados,
classificados e obtidos no comércio da cidade de Sobral-Ce.



Todos os procedimentos foram realizados na planta piloto de
processamento de frutos do Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia e
Tecnologia- IFCE do Campus Sobral, onde inicialmente os frutos passaram por
uma higienizag&o, submetidos a trituragédo e peneiramento obtendo-se assim a
polpa do caju.

Para a realizagdo do processo de atomizacéo, a polpa foi diluida em
agua na proporc¢éo de 1:7 (v/v) e homogeneizada novamente no liquidificador.
Em seguida adicionou-se a goma xantana (5g/1000ml) realizando uma nova
homogeneizacdo para posterior envase em embalagem de vidro (500ml) e
tratamento térmico de 90°C por 60 segundos.

A secagem por atomizacdo foi realizada em aparelho de spray dryer
(Buch Mini Spray dryer B-290) nas seguintes condicdes operacionais:
temperatura do ar de entrada 160°C, temperatura de saida de 112°C, eficiéncia
do exaustor de 100% e fluxo de bomba de 14%. O pé obtido foi coletados e
armazenados em vidro ambar a temperatura ambiente para evitar uma possivel

oxidac¢ao sob acdo da luz.

Estudo da estabilidade

O estudo de estabilidade do acido ascérbico no pd obtido da polpa de
caju foi realizado de acordo o método da ACAC (1984) modificada por Benassi
e Antunes (1990) em triplicata, nos tempos 0, 7, 15, 30 e 60 dias cujo o
resultado do acido ascérbico total no tempo 0 foi utilizado como valor de 100%
do antioxidante e foi o parametro para o calculo de porcentagem de retengéo

do acido ascérbico no sistema polimérico nos demais tempos analisados.

Resultados e Discussao
Estabilidade do acido ascérbico no pé da polpa de caju

Os resultados da estabilidade do acido ascérbico no pd da polpa de caju
encontra-se na tabela 1.

Tabela 1- Resultados da analise de estabilidade de acido ascérbico (média + desvio
padrao).
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DIAS ACIDO ASCORBICO

(% * DP)
0 10007
7 9142+041°
15 81,85£0,01°
30 72,76 + 0,007 ¢
60 63,66 + 0,001 °

As letras sobrescritas iguais na mesma coluna indicam a auséncia de diferencas significativas
(p> 0,05).

Na estabilidade de acido ascorbico houve perdas significativas em todos
os tempos analisados, demostrando que a goma xantana libera o acido
ascérbico mediante o tempo de armazenamento do pd da polpa de caju. Varios
estudos de microencapsulagdo de acido ascorbico em diferentes
polissacarideos por secagem por pulverizagdo tém mostrado retencdes
elevadas, como a realizada por Trinidade & Grosso (2000), que obteve 85,20%
de estabilidade de reten¢ao de microparticulas de amido de arroz e 100% de
goma arabica por 60 dias.

CONCLUSAO

Conclui-se que a produgdo do po da polpa de caju atomizado por meio
de spray drying, utilizando como agente carreador a goma xantana, mostra-se
viavel, apresentando uma forma de preservacdo de acido ascorbico que sera
liberado controladamente para o meio em que for introduzido, resultando assim
em perdas significativas. Sugere-se a aplicagdo do mesmo para diferentes

preparac¢des que se deseja incorporar e enriquecer com vitamina C.
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