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RESUMO

O dleo de café verde (OCV), rico em cafestol e caveol, apresenta efeitos funcionais
relacionados a acgdo antiproliferativa de células cancerigenas, capacidade anti-
inflamatéria e antidiabéticas. Contudo, desafios precisam ser superados para
aplicagao direta deste 6leo na matriz alimentar; isso porque seus compostos bioativos
apresentam-se instaveis, principalmente os diterpenos. A coacervagao complexa é
uma tecnologia de encapsulagao reprodutivel e ndo onerosa, que se propde a superar
os desafios tecnoldgicos da incorporagédo de oleos, permitindo sua aplicagdo com
maior estabilidade. O objetivo deste trabalho foi projetar e caracterizar microcapsulas
de OCV, rico em cafestol e caveol, utilizando-as como ingrediente em suco de
tamarindo; investigar os efeitos na qualidade fisico-quimica, reolégica e sensorial da
bebida; além de quantificar a liberagado gastrointestinal in vitro e verificar a resisténcia
da melhor microcapsula selecionada aos estresses de agitacao, temperatura e pH.
Dentre seis formulagdes, as microcapsulas de T6, com parede de gelatina e goma do
cajueiro (GE/GC), mostraram melhor combinagéo biopolimérica para aplicagdo em
suco, melhor capacidade dispersiva além de resistir a temperatura de 100°C/30seg,
acima das usadas na pasteurizagdo. Quando se variou a quantidade de OCV, T625
(secionada como melhor particula para a aplicagdo em suco) exibiu microcapsulas
(14,56 + 6,36 pm) capazes de preservar melhor o 6leo encapsulado, com boa
eficiéncia de encapsulacéo (85,57 + 1,41%) e protecédo a oxidagdo doze vezes maior
que o OCV néo encapsulado. Nao houve deteccao de cafestol liberado pelas
microcapsulas quando foram submetidas a diferentes valores de pH (2,5-6,5) nem
quando foram aplicadas em suco durante o armazenamento (30 dias). Com boa
qualidade sensorial, o suco com T625 apresentou pH entre 3,20 + 0,01 a 3,67 + 0,01,
sélidos soluveis totais (SST) de 7,13 + 0,15 a 8,07 + 0,21 °Brix e acidez total titulavel
(ATT) de 1,08 £ 0,07 a 0,67 £ 0,20%. A viscosidade da bebida foide 11,7 £ 8,4 a 15,2
* 2,6 (mPa.s), sem diferengas significativas (p < 0,05) entre controle (Ts1), suco com
oleo livre (Ts2) e suco com microcapsulas de OCV (Ts3), ndo comprometendo a
qualidade do produto final. Este estudo mostrou que a encapsulacao de dleo de café
verde por coacervagao complexa foi possivel, além de promover a produg¢ao de suco
rico em cafestol e caveol, sem alteracdo de suas propriedades fisico-quimicas,

reologicas e sensoriais quando comparado ao suco de tamarindo convencional;



fornecendo, assim, uma ampla perspectiva sobre aplicagdo de microcapsulas de OCV
para incorporacao em alimentos de base hidrofilica.

Palavras-chave: Composto bioativo. Goma de cajueiro. Liberagdo gastrointestinal
simulada. Rancimat.



ABSTRACT

Green coffee oil (GCO), rich in cafestol and caveol, has functional effects related to
the antiproliferative action of cancer cells, anti-inflammatory capacity and antidiabetics.
However, challenges need to be overcome for direct application of this oil in the food
matrix; matrix due to the instability of its bioactive compounds, specially diterpenes.
Complex coacervation is a reproducible and non-costly encapsulation technology,
which proposes to overcome the technological challenges of the incorporation of oils,
allowing its application with greater stability. The objective of this work was to design
and characterize GCO microcapsules, rich in cafestol and caveol, using them as an
ingredient in tamarind juice, investigate the effects on the physical-chemical,
rheological and sensorial quality of the beverage, in addition to quantifying the
gastrointestinal release in vitro and checking the resistance of best microcapsule
selected to stress (agitation, T, pH). Among six formulations, the T6 microcapsules,
gelatin and cashew gum walls (GE / GC), showed a better biopolymer combination for
application in juice, better dispersive capacity and resisting to temperature of 100 °C/
30s, higher than those used in pasteurization. When the amount of GCO was varied,
T625 (sectioned as the best particle for application in juice) exhibited microcapsules
(14.56 + 6.36 um) capable of better preservation of the encapsulated oil, with good
encapsulation efficiency (85.57 + 1.41%) and twelve-fold oxidation protection higher
than nonencapsulated GCO. There was no detection of cafestol released by the
microcapsules when they were submitted to different pH values (2.5-6.5) or when they
were applied in juice during storage (30 days). With good sensory quality, the juice
with T625 presented pH between 3.20 + 0.01 to 3.67 + 0.01, total soluble solids (TSS)
of 7.13 £ 0.15 to 8.07 + 0.21 ° Brix and total titratable acidity (TTA) of 1.08 £ 0.07 to
0.67 £ 0.20%. The viscosity of the beverage was 11.7 + 8.4 at 15.2 + 2.6 (mPa.s),
without significant differences (p <0.05) among control (Tj1), juice and free oil (Tj2) and
juice with GCO microcapsules (Tj3), without compromising the quality of the final
product. This study showed that encapsulation of green coffee oil by complex
coacervation was possible, in addition to promoting the production of coffee-rich and
caveol rich juice, without altering its physical-chemical, rheological and sensorial
properties when compared to conventional tamarind juice; thereby providing a broad
perspective on the application of GCO microcapsules for incorporation into food
products of hydrophilic matrix.



Keywords: Bioactive compound. Cashew gum. Rancimat. Simulated gastrointestinal

release.
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1 INTRODUGAO

O café é a segunda maior commodity comercialmente explorada no mundo,
e o Coffea arabica L. (arabica) € o principal tipo comercializado (JANISSEN; HUYNH,
2018). O oleo do grao de café verde, devido a sua composigao, tem sido avaliado
como uma opgao para diversificar e desenvolver novos produtos. O éleo de café verde
(OCV) é constituido por triacilglicerois (75,2%), acidos graxos (18,5%), diterpenos
livres (0,4%), esteroides (3,2%), esterdis livres (2,2%), tocoferol (0,04-0,06%),
fosfatidos (0,1-0,5%) e cafeina (£ 0,3%) (CORNELIO-SANTIAGO et al., 2017). Os
diterpenos cafestol (C) e caveol (K) representam, respectivamente, 5,18 e 6,76% da
composicao do 6leo de café verde. C e K estao na forma esterificada e sao distribuidos
como 24 ésteres; diferindo em uma insaturacdo nos carbonos C1-C2, presente
apenas no caveol (DE OLIVEIRA et al., 2014).

Embora apresente beneficios a saude, o 6leo de café verde rico em cafestol
e caveol é altamente instavel e suscetivel a degradagdo oxidativa, o que leva a
diminuicdo da vida util, perda de qualidade sensorial e nutricional. Além disso, o
carater lipofilico do OCV dificulta a aplicagdo a alimentos hidrofilicos, por exemplo,
sucos de frutas. Portanto, a encapsulagdao do OCV é considerada uma opgéo para
superar as limitagdes mencionadas. O 6Oleo de café verde ja foi encapsulado pela
técnica de spray drying, o que resultou em maior protegao e estabilidade (CARVALHO;
SILVA; HUBINGER, 2014; FRASCARELI et al., 2012; SILVA; VIEIRA; HUBINGER,
2014); entretanto, investigagdes por coacervagdo complexa ndo foram encontradas.

A coacervagdo complexa, utilizando proteina e polissacarideo, é
caracterizada pela interagao de forgas intermoleculares (van der Walls e interagdes
hidrofébicas) do par amino-protonado (proteina) com o carboxil (polissacarideo). E um
método simples, barato e reprodutivel, pois n&o requer dispositivos tecnoldgicos
sofisticados, € indicado para a encapsulagao de 6leos, e possui os mesmos beneficios
de metodologias mais sofisticadas, como liberagdo controlada, produgédo de
microcapsulas estaveis e resistentes ao calor.

Os pares encapsulantes GE/GA e GE/GC mostraram-se eficientes como
material de parede em estudos anteriores (Comunian et al., 2018, Comunian et al.,
2017, Gomez-Estaca et al., 2016). A gelatina € um dos hidrocoldides mais
utilizados na industria alimenticia, pois possui custo acessivel e propriedade

emulsionante (COMUNIAN et al., 2018). A goma arabica (GA), proveniente dos paises
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arabes, é utilizada como emulsificante, estabilizante e espessante (COMUNIAN et al.,
2018). A goma de cajueiro (GC) e apresenta propriedades tecnoldgicas semelhantes
as da goma arabica, tendo maior teor de proteina do que a GA, o que resulta em
melhor capacidade emulsificante (COMUNIAN et al., 2018).

A aplicagcdo de microcapsulas por coacervagao complexa foi relatada
principalmente em iogurte (COMUNIAN et al., 2017; GOMEZ-ESTACA et al., 2016;
RUTZ et al., 2017) ndo sendo muito encontrado na literatura a incorporagéo em suco.
Um estudo anterior discutiu, limitadamente, a aplicacdo de nanocapsulas por
coacervagao complexa em suco de frutas (ILYASOGLU; EL, 2014).

O suco de tamarindo foi escolhido porque possui um sabor peculiar e
marcante, o que favorece mascarar ou até combinar com o sabor do 6leo de café
verde. A bebida de T. indica L. possui alto teor de fibras, aminoacidos essenciais,
minerais (ferro, magnésio, fosforo, calcio e potassio), vitaminas (C e E) e antioxidantes
(GONZALEZ-MONROY et al., 2018). A literatura também relatou efeitos
hipoglicemiantes e hipocolesterolémicos e antioxidantes (MARTINELLO et al., 2006).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi produzir e caracterizar as
microcapsulas de 6leo de café verde obtidas por coacervacdo complexa, utilizando
gelatina e goma de cajueiro como materiais de parede. Essas microcapsulas foram
avaliadas quanto a estabilidade oxidativa, propriedades de liberagédo gastrintestinal e
sua aplicacdo no suco de tamarindo, para produzir um produto rico em cafestol e
caveol, por analises fisico-quimicas, estabilidade de armazenamento, analises

reologicas e sensoriais.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Encapsulagao: definicao e aplicagao em alimentos

A encapsulagcao é uma técnica que vem sendo estudada desde a década
de 30. A empresa pioneira no estudo foi a National Cash Register Co. Somente em
1954, com o desenvolvimento microcapsulas através do processo de coacervagao
contendo corantes, a tecnologia foi aplicada comercialmente, a fim de servir a industria
de papel (PAULO; SANTOS, 2017).

Atualmente, com o aumento da tendéncia do mercado mundial por produtos

com valor agregado, a industria de alimentos tem o desafio em manter a estabilidade
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de compostos ativos nas condi¢gdes empregadas no processamento de alimentos,
transformando-os em substancias com maior estabilidade e rentabilidade, além de
controlar sua liberag&o. Nesse sentido, a tecnologia de encapsulagao tem se tornado
importante e amplamente estudada (PAULO; SANTOS, 2017; WEISS; TAKHISTOV;,
MCCLEMENTS, 2006).

Por definicdo, a encapsulagdo € uma técnica (fisica, quimica ou fisico-
quimica) de revestimento em que uma substancia em estado liquido, sélido ou gasoso,
chamada de material ativo, é circundada por um material de parede, com isolamento
parcial ou total do nucleo (SILVA; MEIRELES, 2014).

A encapsulagdo apresenta como objetivos gerais, a capacidade de
estabilizar e prolongar a vida util dos materiais encapsulados, proteger de reagdes
oxidativas (pH, luz e oxigénio extremos), promover a liberagao controlada, mascarar
sabor, cor e odor desagradaveis, reduzir a volatilidade e reatividade do material do
nucleo com o ambiente, além de proteger os componentes contra perdas nutricionais
(FAVARO-TRINDADE; PINHO; ROCHA, 2008; SILVA; MEIRELES, 2014).

A literatura ndo apresenta um consenso sobre o tamanho das particulas
formadas, que podem variar de alguns poucos nandmetros até varios micrémetros
(FAVARO-TRINDADE, PINHO, ROCHA, 2008; PAULO, SANTOS, 2017). Segundo
Silva e Meireles (2014), a forma e o tamanho das particulas dependem do método, do
material de parede e do material de nucleo. O nucleo pode ser composto por apenas
um ou varios tipos de ingredientes e a parede pode apresentar uma ou mais camadas.
Alguns tipos de microcapsulas podem ser observados na Figura 1.

Ao se iniciar processo de encapsulagcdo é importante conhecer o agente
ativo (funcionalidade e concentragado conveniente no produto final); o tipo de material
de parede que sera utilizado; a que condicdes de processamento as particulas serao
submetidas, bem como condigbes bioldgicas apds a ingestdo; o mecanismo de
liberacdo; o tamanho da particula, a densidade; a estabilidade; o custo do processo e
se o ingrediente encapsulado apresenta funcionalidade comprovada (WEISS;
TAKHISTOV; MCCLEMENTS, 2006).
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Figura 1 - Diferentes tipos de microcapsulas: (i) microcapsula simples, (ii)
microesferas, (iii) microcapsula irregular, (iv) microcapsula multinucleada,
(v) microcapsula multiparede e (vi) montagem de microcapsulas

...".
::. oo
'.

o
(i) (ii) ..

(iii) (iv)

(v) o

Fonte: Adaptado de Bakry et al. (2016) e Saifullah et al. (2019).

Ja foram relatadas diversas pesquisas com aplicacdes da encapsulacao na
industria de alimentos. Nesse sentido, pode-se citar a encapsulagao de agentes
aromatizantes, por exemplo, 6leos de cravo, limao e alho (CORTES-CAMARGO et al.,
2019); HASHEMINEJAD; KHODAIYAN; SAFARI, 2019; PINILLA; THYS; BRANDELLI,
2019); adogantes como Stevia e eritritol (ALIJANI et al., 2019; MADADLOU et al.,
2019); corantes, dos quais, corante fluorescente, curcumina, extrato fendlico de uva
(KIRYUKHIN et al., 2018; LIU et al., 2019; TSALI;, GOULA, 2018); vitaminas
lipossoluveis - A, D, D3, E (JANNASARI et al., 2019; JIANG et al., 2019; RANA et al.,
2019; TAN et al., 2019) e hidrossoluvel - vitamina C (KHEYNOOR et al., 2018); além
da encapsulagcao de probidticos, como das células de Lactobacillus paracasei
BGP1, Lactobacillus rhamnosus 64 e Lactobacillus acidophilus LA3 (MATOS-JR et
al., 2019; SILVA et al., 2018).

2.1.1 Métodos para produgcao de microparticulas

A escolha do método de encapsulagdo mais conveniente depende
diretamente do tipo e das propriedades fisico-quimicas, tanto do material ativo quanto
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do material de parede da particula. Além disso, deve ser considerado também o
tamanho, os mecanismos de liberagdo, as propriedades de fabricagao,
armazenamento, a viabilidade econémica, aplicacdo no produto final e a satisfacao
dos consumidores (DIAS et al., 2017; PAULO; SANTOS, 2017).

Algumas tecnologias de encapsulagao e o tamanho das particulas foram descritas por
Favaro-Trindade, Pinho e Rocha (2008) e estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Métodos utilizados para encapsulagdo e tamanhos das

capsulas
. . Materiais Faixa de
Métodos de encapsulagao Encapsulaveis Tamanho
(pm)
Métodos fisicos
Extrusao estacionaria Liquido/S¢lido/Gas  1.000-6.000
Bocal submerso Liquido/S¢lido/Gas 700-6.000
Extrusao centrifuga Liquido/Sélido/Gas 125-3.000
Bocal vibrante Liquido/S¢lido/Gas 500-2.000
Spray draying Liquido/Sdlido 5-150
Disco Rotativo Liquido/Sélido 5-1.000
Pan coating Sdlido >500
Suspencao por ar Sdlido 50-10.000
Spray chilling e Spray cooling Liquido/Sélido 20-200
Leito fluidizado Sdlido >100
Liofilizagao Liquido -
Métodos quimicos
Polimerizagao interfacial Liquido/Sdlido 1-150
Inclusdo molecular Liquido 5-50.
Polimerizagao in situ Liquido/Sdlido 1-150
Métodos fisico-quimicos
Coacervagao simples Liquido/Sélido 20-500
Coacervagao complexa Liquido/Saélido 1-500
Lipossomas Liquido/Sdlido 0,02-3
Evaporacéo do solvente Liquido/Sdlido 1-5.000

Fonte: Adaptada de Favaro-Trindade, Pinho e Rocha (2008).

Pesquisas recentes mostram que a gelificacdo ibnica, spray drying e
complexo de inclusdo, estdo entre as tecnologias de encapsulagdo mais aplicadas
entre 2018-2019 (2019, no primeiro trimestre), quando foram usadas as palavras de
busca “encapsulation AND food”, na base Science Direct. Na Figura 2, temos o
numero de artigos de pesquisa, selecionados por ordem de relevancia em fungéo dos

métodos de encapsulagcao para componentes bioativos e probioticos alimentares.
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Figura 2 - Técnicas mais usadas para a encapsulagdo de componentes bioativos e probidticos entre
2018-2019

[ Electrospinning

— Homogeneizagdo de alta pressdo
[ Dupla emulsdo

I Gelificagdo i6nica

Mini emulsificacio Gelificagdo i6nica
— Carbono supercritico

[ i

Técnicas de Encapsulagdo

[ i Spray drying
| Infusdo a vacuo

I ] Complexo de inclusdo

0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35%
Publicagdes 2018-2019.1

Fonte: Elaborada pela autora.

2.1.1.1 Encapsulagéo por coacervagdo complexa

A técnica encapsulagado por coacervagao complexa, segundo Dias et al.
(2017), foi a segunda metodologia mais usada em meados de 2017, com mais de
setenta artigos de pesquisa publicados na base do Science Direct. Semelhante aos
métodos mais sofisticados, a coacervagdo complexa € uma tecnologia de
encapsulacéao relativamente simples e indicada para encapsular éleos, apresentando
boa eficiéncia e liberagao controlada.

A encapsulacdo por coacervagao pode ser classificada como simples
(quando envolve apenas um polimero como material de parede) ou complexa (quando
se usam dois ou mais materiais) (BAKRY et al., 2015).

Na coacervacao simples, adiciona-se eletrélitos ao polimero, como, por
exemplo, o sulfato de sddio ou dessolvata-se pela adicdo de um solvente imiscivel em
agua, com variagao de temperatura. Essas circunstancias quimicas promovem
interagbes das macromoléculas entre si, em detrimento das interagbes das
macromoléculas com moléculas de solventes (MARTINS et al., 2014).

Na coacervacdo complexa ocorrem cinco etapas até a producdo da
particula. Na primeira, tem-se a dissolugao, que é criacdo de uma solugdo aquosa

composta pelos diferentes polimeros. E usual a jungdo de uma proteina (com pH
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abaixo do ponto isoelétrico) e um dlicidio. Na segunda etapa, ocorre a
emulsificacdo ou dispersao do composto do nucleo na solugao preparada na primeira
etapa. Na terceira, ocorre a coacervagao onde ha separagdao em duas fases
heterogéneas, como resultado das interagdes eletrostaticas e do pH da solugdo. Na
quarta, ocorre a gelacéo, que é a formagao da parede polimérica em torno do material
ativo, com temperatura controlada. Por ultimo, tem-se o endurecimento da parede com
o aprisionamento do agente ativo no nucleo (DIAS et al., 2017; CHANG et al., 2016).

As forcas eletrostaticas predominantes no processo para formacao das
microcapsulas com coacervagao complexa sao as de van der Walls e as interagdes
hidrofébicas (TURGEON; SCHMITT; SANCHEZ, 2007). Segundo Timilsena et al.
(2017), o mecanismo de interagdo quimica na coacervagao complexa ainda carece de
maiores elucidagdes. Mas ja se sabe, empiricamente, que fatores como propriedades
do material de parede, densidade da carga, peso molecular dos polimeros, relagéo
entre concentragdo/mistura e os parametros do processo (pH, temperatura e forga
ibnica) afetam diretamente o processo da coacervagao complexa (WEINBRECK et al.,
2003).

E importante ressaltar que uma dada condicdo, para um determinado
conjunto de polimeros, n&o pode ser extrapolada a um outro conjunto de polimeros,
por isso, 0 aprimoramento dos parametros de coacervagao € um passo importante no
processo de microencapsulagdo. Assim, varios modelos tedricos (BIESHEUVEL,
STUART, 2004; OVERBEEK; VOORN, 2005; VEIS; ARANYI, 1960) e técnicas
experimentais (BERRET et al., 2003; GIRARD; TURGEON; GAUTHIER, 2003;
KAYITMAZER et al., 2013) foram desenvolvidos para se determinar condi¢des ideais
para coacervagao complexa. A simulagéo de Monte Carlo € a tecnologia mais recente,
com o proposito de lancar um modelo para determinar os mecanismos € as
propriedades de formacéo da coacervagcao complexa. Contudo, essa simulacéo ainda
depende do desenvolvimento de softwares mais sofisticados (XIAO; LI; HUANG,
2017).

Portanto, para a otimizacdo do processo de coacervagdo complexa é
necessario determinar em laboratério a densidade de carga superficial (pela analise
de potencial zeta) e a turbidez da dispersao (analise de espectrofotometria) em fungéo
do pH e da quantidade de cada polimero. A turbidez da solugdo diminui

progressivamente com a formagéao as particulas por coacervagdo complexa (ERATTE
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et al., 2014; TIMILSENA et al., 2017). A complexagao é dita como ideal quando em
determinado pH, as cargas dos polimeros sao opostas e apresentam maior magnitude
(LIU et al., 2010).

Comparando-se os dois tipos de coacervagao (simples e complexa), tem-
se que a simples apresenta vantagens no que diz respeito a economia de custos e
flexibilidade de operagéo, pois usa-se sais inorganicos baratos, se comparado aos
hidrocoldides relativamente caros usados na coacervagao complexa (SUTAPHANIT;
CHITPRASERT, 2014). Entretanto, a complexa possui excelentes caracteristicas,
como de liberagdo controlada, producdo de particulas estaveis e relativamente
resistentes ao calor, capacidade de carregar uma carga util elevada, além de ser um
meétodo simples, reprodutivel, isento de solventes e de baixo custo (BAKRY et al.,
2015).

Estudos recentes usando o método de coacervagdo complexa estdo
listadas na Tabela 2. Os trabalhos foram selecionados por data (2018) e relevancia,
tendo como palavras chaves: “complex coacervation AND food”, pesquisados na base

de dados do Science Direct.

2.2 Encapsulacgao de 6leos e estabilidade

Componentes lipofilicos bioativos podem ser adicionados em alimentos e
bebidas, porém esses ingredientes apresentam desafios na aplicagdo, como baixa
solubilidade em agua, baixa biodisponibilidade, baixa estabilidade e alto ponto de
fusdo, o que dificultam a incorporagdo direta em matrizes alimentares
(MCCLEMENTS; LI, 2010). Portanto, a microencapsulacdo de o6leos melhora sua
dispersividade no alimento, estabilidade oxidativa e térmica, prolonga a vida util, reduz
a volatilidade de bioaromas e controla a liberacdo apds a ingestao (BAKRY et al.,
2015). Na Tabela 3 sao apresentados alguns componentes lipofilicos bioativos que
foram encapsulados e suas alegag¢des funcionais.

A estabilidade de compostos lipofilicos pode ser afetada por fatores
multiplos. Quando ha interesse na aplicagao direta em alimentos de base hidrofilica,
dois motivos gerais devem ser considerados. O primeiro é relativo a instabilidade
fisico-quimica, ocasionado pelas densidades e polaridades diferentes; o segundo esta
relacionado a instabilidade quimica prépria da composi¢cao dos materiais lipidicos,

uma vez que esses ingredientes sdo susceptiveis a oxidagao.
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Tabela 2 — Estudos recentes, pesquisados na Science Direct, classificados por data e relevancia, sobre
coacervagao complexa para possiveis aplicagcbes em alimentos.

Titulo da Publicagéao Objetivo Principal Conclusoées Referéncia
A capsula de pectina e
Coacervagao complexa induzida Avaliacao da el A elimel Joshi; Rawat;
a ; ~ complexos, mostrando-se .
por pH e forga idnica de Pectina complexagao entre ! Bohidar,
: . . promissora para o
e Gelatina A pectina e gelatina A. ; (2018)
desenvolvimento de novos
biomateriais.
Formagao do complexo de Formggao_ e Houve coacervagao Santos; De
, : caracterizagao de ) )
heteroproteinas de albumina e complexa de albumina e Carvalho;
Co o complexos de e . . s
lisozima de soro bovino: albumina de soro lisozima, sendo favorecida Garcia-Rojas
estrutura e estabilidade térmica ; s pela a adicao de NaCl. (2018)
bovino e lisozima.
Formagao e ~
A Houve coacervagao

Preparagao e caracterizagao de caractc_anze}gac_) complexa de goma de .

(estruturais, térmicas You; Liu;

complexos coacervados de
goma Hsian-Tsao e quitosana

e morfolégicas) dos
coacervados
complexos

Caracterizagdo em
diferentes
composigoes,

Hsian-tsao com quitosana,
apresentando viscosidade
e elasticidade melhoradas.

O presente estudo
forneceu informagoes
sobre as interagdes entre

Zhao (2018)

Complexo macromolecular de valores de pH e N Antonov et
L ; A a goma kappa e a lisozima
lisozima com carragenina kappa forga ibnica da ~ . al. (2018)
complexagéao de queé nao possul uma
goma kappa e especificidade local de
lisozima. ligagdo.
HElereE & Houve complexagéo da
Fend . formacéo e . P ao
endmenos de crescimento em . proteina do soro de leite e
complexos de biopolimeros caizlee dks ectina, formando Zeeb et al
com oztos or rot:ina do soro CEIERE0ES [Proisiie artigulas cé)m dimensobes (2018) .
d: leite apuegida e pectina SRR 0 e P formas e estruturas ’
q P ponto isoelétrico da . i
proteina, internas especificas.
Analisou-se a Em pH 3 e 5, as emulsdes
L apresentaram grande
: ~ o influéncia do pH na ;
oin&.Iabtﬁ/r:l %aeoeiwislgac"ggddzdgleo estabilidade das taltln?ngg gﬁwﬁﬁsrgg: la6r$12
de peixe estabilizadas por emulsces contendo f(’anta’na- roteina dgsoro Owens et al
P por complexos de a-p ’
complexos de soro da proteina do leite apresentaram (2018)

do soro de leite e xarope de
alperce: Impacto do pH

proteina do soro de

leite / goma xantana

/ goma de alfarroba
e caracterizou-se.

maior resisténcia a
separagao de fases e
resultaram em emulsoes
estaveis.

Fonte: Elaborado pela autora.

A oxidagao lipidica resulta em sabor e odor indesejaveis (rangosos),

podendo ser, até mesmo, uma ameaga a seguranga alimentar e a saude humana.

Além disso, deve ser considerado também a reducdo da vida de prateleira, das

propriedades sensoriais e nutricionais do alimento, resultando na rejeicao da
aceitabilidade global dos produtos (HUANG; ZHOU, 2019).
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Tabela 3 - Alguns componentes bioativos lipofilicos que ja foram encapsulados e suas respectivas
alegacoes funcionais

Potenciais beneficios
nutricionais

Potenciais beneficios

Nome . . .
nutricionais

Tipos

Doenca cardiaca, cancer,
saude Ossea, disturbios da
resposta imune, ganho de

Acidos gordos w-3,
acido linoleico
conjugado, acido

Comunian et al., (2017);

Acidos graxos Vélez et al. (2019);

it peso, prevengéo_ de AV_C, Ng; Yang (2016).
saude mental, acuidade visual
B-caroteno, Doenca cardiaca, cancer, Kong; Bhosale; Ziegler,
Carotenoides licopeno, luteina e degeneragéo macular, (2018); Souza et al. (2018);
zeaxantina catarata De Campo et al. (2018).
Antpx@antes TOCOf?I’ oIS, Doenca cardiaca, cancer e Hu et al. (2018); Pravinata;
SN Clm HERTEeIEIos, doenca do trato urinario Murray (2019)
oleo polifendis ¢ y '
Fitoesterois B-sitosterol Doencga cardiaca coronaria Khalid et al. (2017).
Vitaminas . . Jannasari et al. (2019);
soliveis em  Vitaminas A, D Sa“dgs‘izsa olhos, sade Jiang et al. (2019);
oleo ’ Rana et al. (2019).

Nutracéuticos

Co-enzima Q

Hipertensao, doencgas

cardiacas, diabetes, cancer Huang et al., 2019

Fonte: Elaborado pela autora.

Nesse sentido, os biopolimeros tem significativa importancia para a
estabilidade fisico-quimica de oleos, pois atuam como emulsionantes e formadores
de pelicula, conferindo maior dispersédo e protecdo oxidativa do composto lipofilico
(BAKRY et al., 2015; COMUNIAN et al., 2017; ZHU, 2017).

2.3 Uso de polissacarideos como material de parede

Os ingredientes funcionais podem ser encapsulados por varios materiais
de parede, como mostrados na Figura 3.

Além de conferirem protecao ao material de nucleo e permitir a aplicacéo
em alimentos, os materiais de parede sao projetados para regular a liberagdo dos
componentes bioativos dentro do trato gastrointestinal especificamente em locais

como a boca, estbmago, intestino delgado ou célon.



Figura 3 - Materiais com qualidade alimentar adequada para encapsulagdo de compostos bioativos

Materiais de qualidade alimentar utilizados para o encapsulamento
de componentes bioativos

Gomas - agar, xantana,
alginatos, carragenina,
arabica, goma de
cajueiro, pectina,
carboximetil celulose;

Mono e diglicerideos;
Gorduras e oleos
naturais;
Fosfolipidios;

Ceras - cera de abelha,
cera de carnauba.

PR, T —
Carboidrato Lipidios Proteinas
Quitosana; Glicolipideos; Gelatina;

Proteinas de ovos;
Proteina hidrolisada;
Proteinas de leite;
Proteinas de trigo;
Proteinas da soja;
Zeina.
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Produtos de amido -
maltodextrinas,
dextrinas, amidos,
amido resistente,
amidos modificados.

Fonte: adaptada de Vincekovi¢ et al. (2017).

O conhecimento dos sistemas de entrega de biopolimeros e o desempenho
do material de parede, sob diferentes condigbes, pode ser usado para projetar
alimentos que aumentam, diminuem ou controlem a biodisponibilidade do material de
nucleo (MUN et al., 2006).

Idealmente, o sistema de entrega deve ter fungdes e caracteristicas
adequadas para aplicacdo em alimentos; deve apresentar alta capacidade de
empacotamento; deve reter o material no nucleo ao longo do tempo e deve conferir
estabilidade ao material de nucleo durante a preparagao, armazenamento e transporte
(VINCEKOVIC et al., 2017). O mecanismo de transporte e liberagdo da parede das
particulas € ideal quando o material do nucleo se deposita em uma regido especifica,
sendo liberado de forma controlada ou em resposta a um estimulo externo (pH, forga
ionica, atividade enzimatica ou temperatura). Outro fator importante é que material
encapsulante ndo deve sofrer degradacdo quimica (oxidagdo, hidrdlise), mas ao
contrario, proteger o material de nucleo de estresses quando submetido a

temperatura, luz, oxigénio ou produtos quimicos especificos. Por fim, os materiais de
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parede devem melhorar ou, pelo menos, ndo afetar a biodisponibilidade do
componente de nucleo (MCCLEMENTS; LI, 2010).

Algumas caracteristicas técnicas sao relevantes para a escolha de
biopolimeros para a encapsulacdo com aplicacdo em alimentos. Por exemplo, o
material de parede deve ter sido aceito pela legislagdo como seguro para saude, além
de n&o afetar negativamente a aparéncia, textura, sabor ou estabilidade do produto
final, sendo também capaz de suportar as operagdes de processamento no qual sera
submetido, bem como apresentar producao econémica, quando for avaliado o custo-
beneficio em relacdo a vida util, capacidade de comercializacdo e novas
funcionalidades. Desse modo, as gomas alimentares e a gelatina tem sido uma
promissora escolha para atuar como emulsionantes e estabilizadores de emulséo
através da adsor¢ao de camadas protetoras em interfaces 6leo-agua (DICKINSON,
2003; MCCLEMENTS; LI, 2010).

2.3.1 Goma de cajueiro

A goma de cajueiro (GC) é um exsudato extraido da arvore comumente
conhecida como cajueiro (Anacardium occidentale L.), sendo encontrada em paises
tropicais como o Brasil, especificamente nas regides Norte e Nordeste, como Piaui,
Ceara e Rio Grande do Norte (RIBEIRO et al., 2016).

O exsudato é produzido pelas células epiteliais do cértex em resposta as
injurias mecanicas ou ataques de patdgenos. Sua formagao pode ocorrer em todas as
partes da arvore e sua composigao qualitativa e quantitativa depende da maturidade
e condicoes ambientais. A extracao é realizada mecanicamente, promovendo cortes
na casca ou através da estimulacdo quimica, usando acido benzoico e derivados,

etileno 6xido e acido 2-cloroetilfosfénico (RIBEIRO et al., 2016).

2.3.1.1 Caracterizagéo

Devido a semelhangas estruturais e quimicas da GC e goma arabica, varios
estudos vém demonstrando potencial da goma de cajueiro em comparagdo a goma
arabica, que, por consequéncia, agregaria vantagens a cajucultura, gerando lucros no
periodo de entressafra (ANDRADE et al., 2013; BOTREL et al., 2017).
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Ao ser extraida, a goma de cajueiro carrega consigo inumeras sujidades,
como lignina, sais inorganicos, proteinas, etc., provenientes tanto do campo quanto
do processo proprio de remogao do exsudato, portanto € necessario ser purificada
(RIBEIRO et al., 2016). O exsudato da A. occidentale € um conjunto de
polissacarideos acidos contendo inumeros ions metalicos (K*, Na*, Ca2* e Mg2™),
sendo que estes constituintes dependem da composicao do solo onde as arvores
cresceram (RIBEIRO et al., 2016). Em sua composigdo molecular, a CG apresenta [3-
D-galactopiranose (72%), a-D—glucopiranose (14%), a-L-arabinofuranose (4,6%), a-
L-trianopiranose (3,2%) e de acido glucurénico (4,5%) (COMUNIAN et al.,
2017). Ademais, também possui trés tipos de unidades ramificadas dentro do nucleo
de galactana, ligados em C-1 e C-3, em C-1 e C-6, em C-1 e C-3 e C-6 (PAULA;
HEATLEY; BUDD, 1998) (Figura 4).

Figura 4 - Fragmento estrutural de goma de cajueiro, onde o “R” representa D-manose, L-rhamnose,
L-arabinose e cadeias de arabinose
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Fonte: Ribeiro et al. (2016).
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As vantagens no uso da GC estdo relacionadas ao seu baixo custo de
producao e sustentabilidade (apresenta baixo impacto ambiental por ser totalmente
biodegradavel). Ademais, é considerada uma alternativa econdmica para fornecer
controle da reologia, tem sido usada como espessante, emulsionante, adogante
empregada como biopolimero funcional, na aplicagdo de embalagens biodegradaveis
e em sistemas de entrega (RIBEIRO et al., 2016).

Por apresentar compostos anfifilicos (complexos de polissacarideo-
proteina), a goma do cajueiro apresenta capacidade encapsulante e também boas
caracteristicas adesivas e de biodegradabilidade (PORTO; CRISTIANINI, 2014). Por
essas razoes a GC vem sendo usada como material de parede na encapsulacao de
varios compostos bioativos lipofilicos, como, por exemplo, a encapsulacédo de dleos
(peixe, gengibre, echium, Eucalyptus staigeriana), extrato de astaxantina e fitoesterois
(BOTREL et al.; 2017; COMUNIAN et al., 2017; GOMEZ-ESTACA et al., 2016;
HERCULANO et al., 2015).

2.3.2 Goma arabica

A goma arabica (GA) ou goma acacia, assim como a goma de cajueiro, €
proveniente do exsudato de troncos das espécies Acacia senegal e Acacia seyal
produzido em resposta & injurias, estresse e ataques de patégeno. E um
heteropolissacarideo, largamente usado na encapsulagédo como material de parede
devido a excepcional propriedade de emulsificacdo, boa retencao de volateis, alta
solubilidade, baixa viscosidade e protecdo contra a oxidagdo. Além disso, apresenta-
se praticamente incolor das solugdes, sendo uma matéria-prima de baixo custo e facil
uso (GULAO et al., 2014).

Assim como a GC, a composicao quimica do GA pode variar com a sua
fonte, a idade das arvores de onde foi extraida, as condi¢des climaticas e o ambiente
do solo. Portanto, sua constituicdo é formada por complexo ramificado de galactose,
arabinose, ramnose, acidos glucurdnico, além de fragcbes de proteinas, sendo a
glicoproteina arabinogalactana, o composto que apresenta a maior fragdo da sua
composicéao total. Por ser ramificada e apresentar alta solubilidade, as moléculas de
goma arabica apresentam pequeno volume hidrodindmico resultando em solugdes de
baixa viscosidade (SILVA et al., 2015). A goma arabica foi definida Codex Alimentarius

como fibra alimentar, uma vez que nao é digerida no intestino, contudo, é fermentada
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no célon, originando acidos graxos de cadeia curta que sao responsaveis por uma
diversidade de possiveis beneficios para a saude (KHALID et al., 2017b).

Como material encapsulante, a goma arabica foi usada recentemente para
encapsular Lactobacillus Acidophilus e Lactobacillus acidophilus (AREPALLY;
GOSWAMI, 2019; REYES et al., 2018); tocoferol (LI et al., 2018), antocianinas
(PIECZYKOLAN; KUREK, 2019; SHADDEL et al., 2018) e 6leo de peixe (CORTES-
CAMARGO et al., 2019), dentro outros, apresentando maior eficacia na protegéo

desses materiais de nucleo.

2.3.3 Gelatina

A gelatina (GE) tem respondido satisfatoriamente a coacervagao complexa
formando paredes com as gomas (COMUNIAN et al., 2017; DEVI et al., 2017,
GOMEZ-ESTACA et al.,, 2016). Além disso, por ser anfétera, possui excelente
capacidade emulsionante, de espessamento, solubilidade em &agua e atividade
estabilizadora (DEVI et al., 2017).

Apresentando alto peso molecular, a GE é obtida pela desnaturagdo do
colageno, proveniente de tecidos conjuntivos como tendao, osso e pele. A estrutura
de gelatina esta esquematizada na Figura 5. A composi¢ao da gelatina varia com a
espécie animal, com os processos de pré-tratamento e extracdo. A quantidade de
acido glutamico e acido aspartico na gelatina tipo B € maior que da gelatina tipo A. A
gelatina geralmente mostra a composigdo de aminoacidos semelhante ao colageno,
contendo glicina (~33%), prolina (~12%), alanina (~11%) e hidroxiprolina (10%) como
0s principais aminoacidos. Histidina, metionina e tirosina apresenta teores menores
na composicdo da GE (BENJAKUL; KITTIPHATTANABAWON, 2019).

A conversdao do coldgeno em gelatina ocorre através de aquecimento
seguido do processo de hidrdlise acida ou basica, originando, assim, dois tipos de
gelatinas (tipo A e tipo B) que apresentam propriedades diferentes, por exemplo, a
gelatina do tipo A, obtida através de tratamento acido, apresenta ponto isoelétrico
entre 6-8, enquanto gelatina do tipo B, obtida através de tratamento alcalino, tem ponto
isoelétrico na faixa de 4,7-5,3 (BENJAKUL; KITTIPHATTANABAWON, 2019).



39

Figura 5 - Estrutura da gelatina
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Fonte: Devi et al. (2017), com adaptagdes.

Na coacervacdo complexa, o nivel de interagcdes proteina-polissacarideo,
como ja relatado, depende das caracteristicas do biopolimero que sera complexada
(tipo, tamanho, razdo na mistura, conformacao, tipo e distribuicao dos locais reativos);
das condig¢des do solvente (pH, de sais e de temperatura) e do método de preparagéo
de emuls&do. Sendo que, para complexar com polissacarideos, a carga parcial da
proteina devera sempre ser positiva (pH de coacervagdo menor que pl). A agregagao
desses complexos coacervados é energeticamente favoravel, uma vez que diminui a
entropia do sistema e modifica as propriedades de tamanho e de superficie,

resultando na precipitacdo das particulas (DEVI et al., 2017).

2.4 Oleo de café verde: extragdo, composigio e bioativos

O café é a segunda maior commodity produzida no mundo, sendo Coffea
arabica L (arabica) e a Coffea canephora Pierre (robusta) as espécies principais na
comercializagdo, com produgcdo de 75% e 25%, respectivamente (JANISSEN;
HUYNH, 2018). O café que habitualmente é usado como bebida, vem sendo
explorado também para fabricagédo de outros produtos, como o 6leo de café verde (DE
OLIVEIRA et al., 2014).

A baga de café verde € aquela que foi colhida antes do amadurecimento,
estando esquematizada na Figura 6.

Industrialmente, o 6leo de café €& obtido pressionando-se os grdos com prensas
mecanicas continuas (expeller), porém podem ser utilizadas outras técnicas de

extragdo, agitacdo orbital usando solventes organicos, extragcdo assistida por
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microondas e extragcdo com dioxido de carbono supercritico (DE OLIVEIRA et al.,
2014; TSUKUI et al., 2014).

Figura 6 - Representacdo esquematica da baga verde
percentual de composigao.

Exocarpo
(7-8%)
FPolpa
(41%)
Gréo do café
(50%) Endocarpo
{1,2%)

Fonte: adaptada de Janissen e Huynh (2018).

A extracdo que emprega dioxide de carbono supercritico (CO2) vem sendo
eficazmente demostrada como uma técnica a ser utilizada para obteng¢ao do 6leo de
café verde, pois apresenta algumas vantagens em comparagdo com as técnicas
convencionais. Enquanto essas usam solventes organicos em condigbes de
temperaturas elevadas e que podem gerar residuos téxicos no produto final, a
extragdo que usa o didoxido de carbono supercritico gera produtos sem residuos
toxicos ja que o CO2 apresenta baixa toxicidade. Além disso, esse processo de
extragdo é realizado em concigdes moderadas de temperatura e pressado (DE
AZEVEDO et al., 2008).

O dleo de café verde ja € comercialmente explorado pela industria de
cosméticos, uma vez que apresenta boa propriedade emoliente e capacidade de
prevencdo do fotoenvelhecimento. Em alimentos, varias pesquisas relataram as
propriedades bioativas do gréo verde (MELLBYE et al., 2015; LIMA et al., 2017; TSAI
et al., 2018).

A constituicdo da baga apresenta 7-17% de lipidios em massa, sendo o 6leo
composto de 75% de triacilgliceréis e 1% de acidos graxos (FERRARI et al., 2010).
Os mais relevantes constituintes dos acidos graxos sdo os compostos linoléicos
(43,1%), palmitico (31,1%), estearico (9,6%), oleico (9,6%) e linolénico (1,8%). A

fragdo lipidica pode ser saponificavel (glicerideos, fosfolipidios e pequenas
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quantidades de diterpenos livres) e insaponificavel - esterois, diterpenos, tocoferdis e
ceras. Os tocoferéis, constituintes da vitamina E, também estao presentes na fragao
lipidica do café verde (AZEVEDO et al., 2008; CORNELIO-SANTIAGO et al., 2017).

2.4.1 Cafestol e caveol

Cafestol (C) e caveol (K) sao diterpenos pentaciclicos, formados por
moléculas de hidroxilas ligadas as unidades de isopreno, formando uma estrutura de
caurana de 20 carbonos, como representados na Figura 7 (DE OLIVEIRA et al., 2014).

Ambos s&o os principais ésteres terpendides presentes nos lipidios do café, e
podem chegar até 2,5% p/p da composicao do grdo. Essa proporgéo faz com que os
diterpenos sejam a segunda classe mais abundante em 6éleo de café verde (< 20%),
logo apds os triacilglicerideos (75-85%) O caveol difere do cafestol por uma
insaturagao nos carbonos C1-C2 (NOVAES et al., 2018).

Figura 7 — Estrutura quimca do cafestol (1) e do caveol (2)

Fonte: Tsukui et al., 2014.

Foram relatados agado anti-inflamatdria, anticarcinogénicas, atividade
antioxidante, hepatoprotetora, efeito antidiabético, além de ter sido relacionado
menores riscos de cancer colorretal ao consumo de caveol (PARK; SONG; JEONG,
2016; NOVAES et al., 2018). A Tabela 4 traz um resumo das publica¢des, por ordem
de relevéancia, da Science Direct. Os termos de busca usados foram “cafestol AND
kahweol’ e “cafestol AND kahweol AND bioactivity’.

Apesar de seus beneficios a saude, os diterpenos do 6leo de café verde (C
e K) degradam-se quando expostos a uma superficie aquecida e na presenga de

oxigénio, o que é agravado por longos tempos de reagao e pelo uso de acidos ou
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bases necessarias para a esterificagdo quimica. Por isso, faz-se necessario o uso de

tecnologias, como da encapsulagao, para prote¢cdo desses compostos bioativos.

Tabela 4 - Estudos classificados por relevancia e pesquisados na base de Science Direct, sobre
algumas funcionalidades do cafestol e caveol

Funcionalidade Bioativo Autoria/Ano

Inducéo da apoptose das células

cancerigenas (HER2) Caveol Oh et al. (2018)

Efeito protetor do cafestol em condigdes

L Cafestol Tsai et al. (2018)
carcinogénicas

Propriedades antiinflamatérias e
anticancerigenas (Supressao de Cafestol/ Caveol Kim; Jung; Jeong (2004)
ciclooxigenase-2 em macrofagos).

Efeitos protetores contra o estresse

oxidativo e danos no DNA Cafestol/ Caveol Lee; Jeong (2007)
Supressao de metastase do fibrosarcoma
humano (HT-1080) induzido por PMA pelo Caveol Choi et al. (2019)
kahweol
Efeito quimiopreventivos em figado de Cafestol/ Caveol Huber et al. (2008)

ratos expostos a xenobidticos.

Acao antitumoral de cancer de mama Cardenas; Quesada; Medina
Caveol
humano (2014)

Fonte: Elaborado pela autora.

2.5 Tamarindo e suas propriedades

Varias espécies de arvores produzem frutas e sementes durante a estagao
seca, sendo importante na minimizacao da escassez de alimentos. Portanto, oferecem
um meio conveniente e barato as pessoas nos paises tropicais com uma quantidade
adequada de suprimentos de minerais, gorduras, proteinas, carboidratos e fibras
(AMARTEIFIO; MOSASE, 2011).

O tamarindeiro (Tamarindus indica L.) € uma planta que se desenvolve em
regides tropicais e subtropicais, tais como india, Sudoeste Asiatico, Africa, sul dos

Estados Unidos, México, Guatemala, Costa Rica e Brasil. No Brasil, € encontrado em
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plantagdes nao organizadas, especificamente, nas regides do Norte e Nordeste
(NASCIMENTO et al., 2011).

Morfologicamente, o fruto do Tamarindus indica L. € uma vargem
indeiscente alongada variando de 5 a 15 cm de comprimento e didmetro de 2-3,2 cm.
A cor do epicarpo varia de parda a escuro, possuindo estrutura lenhosa e quebradica,
seu mesocarpo tem coloragéo parda, sendo fortemente acido e rico em agucares. A
acidez da polpa se deve ao fato de o mesocarpo apresentar 10% de acido tartarico
livre, 8% de tartarato acido de potassio, além de outros acidos, como o acético, citrico,
ascorbico e malico. Mesmo acida, a polpa € rica em agucares, apresentando 25 a 40%
de frutose e pectina, além de substancias aromaticas (NASCIMENTO et al., 2011).

Segundo Okello et al. (2017), a fruta do T. indica apresenta propriedades
antioxidantes, cerca de 1520mg de fendlicos totais e 240mg de flavondides totais por
100g de polpa. A fruta é rica em micronutrientes, sendo que o ferro nela presente tem
valor superior a taxa média de ingestao diaria de 8-18mg, além de também ser uma
fonte importante de magnésio, fosforo, calcio e potassio. A literatura tem relatado
também atividade antimicrobiana da polpa e das demais partes do fruto. O uso popular
da T. indica recomenda o uso em tratamentos para diarreia, infecgcoes por helmintos,
malaria, diabetes, dentre outros (KURU, 2014).

No Brasil, o fruto apresenta industrializagdo limitada, mas ja existem
iniciativas na producéo de processados a partir da polpa, dentre eles estdo o suco,
doces, sorvetes, licores, curry, chutneys e molhos (BVENURA; SIVAKUMAR, 2017).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

A goma de cajueiro bruta foi purificada no Laboratério de Embalagens de
Alimentos da Embrapa Agroindustria Tropical, Fortaleza, Brasil. A goma arabica foi
adquirida da Sigma-Aldrich® e a gelatina (GE) 175H30 foi doada pela Rousselout®. O
Oleo de café verde (Coffea arabica L.) (OCV) rico em cafestol e caveol, obtido via
extragao com didxido de carbono supercritico (DE OLIVEIRA et al., 2014), foi fornecido
pelo Laboratério de Tecnologia de Alta Pressédo e Produtos Naturais da Universidade
de S&o Paulo (LTAPPN), Pirassununga, Brasil. O fruto do tamarindo (Tamarindus

indica L.) foi obtido em comércio local da cidade de Fortaleza, Ceara, Brasil. Os
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reagentes utilizados - obtidos da Dinamica, Indaiatuba, Brasil - foram acido cloridrico
(0,7M) e hidréxido de sodio (0,5M) (para calibragado do pH); além de etanol, hexano,
metanol, cloroférmio, sulfato de sédio, sulfato de zinco, cloreto de potassio, com grau
analitico. O reagente terc-metil-butil-eter (Sigma-Aldrich), pureza HPLC, foi utilizado
para de quantificacdo do cafestol. Para a analise de liberagdo gastrointestinal foram
usados pepsina, pancreatina e sais biliares, todos adquiridas da Sigma-Aldrich.

3.2 Métodos

3.2.1 Purificagdo da goma de cajueiro (GC)

A metodologia de Torquato et al. (2004), com modifica¢des foi usada para
a purificagdo do exsudato do cajueiro. A goma bruta foi seca em estufa (60°C/24h)
com circulagao de ar. Em seguida, foi triturada em moinho de facas e solubilizada em
agua destilada (1:3 m/v) durante 24h. Apds a solubilizagdo, a amostra foi centrifugada
(15 krpm por 10 min a 25°C) para descarte do precipitado contendo residuos. Apés
essa etapa, a amostra foi precipitada com etanol (1:3 v/v) por 24h sob refrigeragdo. O
sobrenadante foi retirado e o precipitado foi seco em estufa nas mesmas condi¢coes
de secagem descritas anteriormente. O material ja seco foi triturado em moinho
analitico (A11 Basic Mill ka).

3.2.2 Determinagao da concentragao das matrizes encapsulantes

Foram preparadas solugdes de goma de cajueiro, goma arabica e gelatina,
separadamente, com concentracado de 1% (p/v), para leitura de carga em funcgéo do
pH de 3,5; 4,0 e 4,5, utilizando um instrumento de dispersao de luz dinamico Zetasizer
(Nano ZS 3000, Malvern, Inglaterra). A partir dos resultados de carga gerados pelo
potencial zeta (), determinou-se a propor¢ao adequada de cada biopolimero, bem
como o pH de precipitagado das microcapsulas (PRATA; GROSSO, 2015).

3.2.3 Encapsulagao

As microcapsulas foram produzidas conforme Carvalho Da Silva et al.

(2018) em duas diferentes fases, usando concentracdo fixa 0,65% (m/v) de
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biopolimero em agua. Na primeira fase da pesquisa (descrita em 3.2.6), foi
selecionada a combinagcdo de polimeros que proporcionou a formacdo de
microcapsulas com maior dispersividade e estabilidade em diferentes temperaturas.
Para isso, utilizou-se gelatina/goma arabica (GE/GA) com proporgdes de 1:1,20.
1:3,57 e 1:8,2 (p/p), gelatina/goma de cajueiro (GE/GA), com propor¢des de 1:13,4;
1:1,8 € 1:3,5 (p/p), resultando nas solugdes T1, T2, T3, T4, TS5 e T6. Essas proporgdes
foram determinadas por estequiometria simples, dividiu-se a carga da gelatina (GE)
pela carga do biopolimero (GA ou GC), apds a leitura da carga dos biopoliémeros
usando o Zetasizer (Nano ZS 3000, Malvern, Inglaterra) em diferentes valores de pH
(3,5; 4,0 e 4,5). Como material de nucleo, foi utilizado o 6leo de café verde (OCV)
(50,18 mg cafestol/g e 63,76 mg caveol/g — De Oliveira et al. (2014)) com quantidade
fixada em 1g (25,6% p/p). Os testes de dispersividade e estabilidade a temperatura
foram usados como etapa de corte, indicando a microcapsula (T6) mais adequada
para aplicagédo em suco, sera descrito adiante. Na segunda fase desse estudo (item
3.2.9), T6 foi avaliada quanto sua maxima capacidade de encapsular o OCV. Para
isso, mantiveram-se fixas a concentragdo (0,65% m/v) do par biopolimérico em
relacdo a quantidade de agua e a proporgao (1:3,5 (p/p)) ou quantidade usada de cada
polimero em relacdo a concentracio total; variando-se, apenas, a quantidade de 6leo
de café verde (OCV) com percentagens de 25, 50 e 75% (p/p) em relagdo a massa
total de biopolimeros; o que resultou nos tratamentos T625, T650 e T675.

A producdo das microcapsulas dividida em trés etapas. Na primeira,
gelatina, OCV e agua destilada (100 mL) foram homogeneizadas para obter uma
emulsdo o6leo em agua (O / A). Na segunda etapa, a goma de cajueiro foi dispersa em
agua destilada (100 mL). Finalmente, emulsdo (primeira etapa) foi adicionada a
dispersdo de goma de cajueiro (segundo etapa). Apds isso, foram acrescentados 400
mL de agua destilada e o sistema foi novamente agitado. A homogeneizagao, nas trés
etapas, foi realizada com um dispositivo Ultra Turrax (IKA T25, Staufen, Alemanha) a
10.000 rpm durante 3 min. Coacervagao complexa ocorreu logo apés o ajuste do pH
para 4,5 sob leve agitagdo magnética (IKA C-MAG HS7, Staufen, Alemanha).
Subsequente, um arrefecimento de 24 h foi necessario para completa precipitacdo das
microcapsulas. Apds isso, o sistema foi centrifugado (Multifuge X3R, Waltham,
Estados Unidos) (10.000 rpm / 10 min / 25 ° C) e as microcapsulas foram separadas.

As microcapsulas foram liofilizadas (Liotop LP510, Sdo Carlos, Brasil)

apenas para as analises de rendimento de processo, capacidade de carga (CC),
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eficiéncia de encapsulacdo (EE), oxidacdo acelerada por Rancimat, liberagéo

gastrointestinal simulada e MEV.

3.2.4 Avaliacao do processo de microencapsulagao

3.2.4.1 Andlise de determinagéo de potencial zeta ({)

Apds o processo de precipitagao, foi retirada uma aliquota do sobrenadante
para medir a carga elétrica do sistema, usando o equipamento Zetasizer (Nano ZS
3000, Malvern, Inglaterra).

3.3.4.2 Caracterizagdo morfologica

Para a Etapa 1, a morfologia foi feita coletando-se uma aliquota de
microcapsulas umidas, apds ressuspensao de 40rpm/3h, e depositando-a na lamina.
As micrografias foram realizadas em microscopio Optico Zeiss (Axio Imager.A2,
Oberkochen, Germany) acoplado a uma camera (ZEISS, AxioCan ICc 5, Oberkochen,
Alemanha) e equipado com o software (Zen 2012 SP2, Oberkochen, Alemanha).

Na Etapa 2 foi feita a microscopia de varredura eletrénica (MeV), usando
um Microscopio Eletrdnico de Varredura Quanta FEG 450 (Thermo Fisher Scientific,
Hillsboro, EUA) com baixa energia (10 kV). A amostra de T625 (produzida com 0,65%
(m/v) de GE/GC (1:3,5 (p/p)), 25% (p/p) OCV) foi depositada em fitas de carbono
(revestida com ouro - por deposi¢ao a vapor) e digitalizada usando ampliagdo entre
154 a 12.000 x. Também foi estudada a morfologia da microcapsula (T625) apds
reidratacdo, usando em microscépio Optico Zeiss (Axio Imager.A2, Oberkochen,

Germany).

3.2.5 Tamanho de Particula

O diametro médio das microcapsulas foi obtido através da analise de
imagens utilizando o software ImagedJ, seguindo a metodologia Comunian et al.
(2017), com modificagdes. Para cada amostra, foram calculados didmetros médios
100 de microcapsulas. As imagens foram obtidas, utilizando um microscoépio 6ptico

Zeiss (Axio Imager.A2, Oberkochen, Germany).
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3.2.6 Teste de adequacao da microcapsula para aplicagdao em suco

Sistemas alimentares hidrofilicos e pouco viscosos apresentam-se
desafiadores para aplicacdo de microcapsulas por coacervagao complexa, pois apos
precipitagdo, as microparticulas formam um aglomerado viscoso e relativamente
coeso. Portanto, foi verificada a adequabilidade das microcapsulas para aplicagdo no
suco, como estudo preliminar. Para isso, as microcapsulas formadas (Etapa 1) foram
submetidas a testes de dispersividade (item 3.2.6.17) e a diferentes temperaturas (item
3.2.6.2), o que resultou na selegdo de uma unica microcapsula, posteriormente

caracterizada (Etapa 2) e aplicada no suco de tamarindo.

3.2.6.1 Dispersividade e analise de variagcdo de temperatura

A dispersividade foi analisada ressuspendendo 2% (m/v) de microcapsulas
em agua acidificada pH=3,5 (pH final do suco de tamarindo) durante os tempos de 0,
15, 30, 60, 120 e 180min. Para isso, utilizou-se chapa agitadora (IKA C-MAG HS7,
Alemanha), com rotagcéo de 40 rpm e temperatura de 25°C. Em cada tempo, uma
aliquota foi retirada para leitura no microscopio 6pico, a fim de visualizar se as
microcapsulas liberavam o6leo ao serem dispersas (Axio Imager.A2, Oberkochen,

Germany).

3.2.6.2 Estudo da liberacao do cafestol a variacao de temperatura

Posteriormente, a microcapsula de melhor dispersividade foi submetida ao
estresse em diferentes temperaturas (40°C/30s, 60°C/30s, 80°C/30s, 100°C/30s).
Para isso, foi usado um banho de glicerina, uma chapa aquecedora (IKA C-MAG HS7,
Alemanha) e 2% (analise optica) ou 1% (GC-MS) de microcapsulas em agua destilada.
Apds o estresse por temperatura, as amostras foram arrefecidas em banho de gelo
(60s). As micrografias foram feitas usando o microscopio ZEISS Axio Imager.A2,
conforme descrito em 2.2.3.2. A capitacdo de OCV liberado pds-estresse e a
metodologia para deteccdo em GC-MS foram descritas nos itens 3.2.7 e 3.2.8

respectivamente.
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3.2.7 Captacao de dleo de café verde pos-estresse

Apods o estresse, 5 mL de hexano foi adicionado ao sistema para possibilitar
a captacao do dleo liberado pelas microparticulas (Figura 8). Apds isso, o sistema foi
agitado (1 min), a fase lipofilica foi coletada, posteriormente, o hexano foi
rotaevaporado (IKA RV 10 CONTROL, Biovera, Brasil). A metodologia para detec¢ao
e quantificacdo de cafestol esta descrita na Figura 8, onde ha também um resumo

grafico geral para todos as condi¢des de estresses realizados neste trabalho.

Figura 8 - Esquema geral dos estresses (dispersividade ou ressuspensdo, temperatura, pH,
armazenamento, digestdo gastrointestinal simulada) sofridos pela microcapsula de OCV. Identificagdo
e/ou quantificagdo por microscopia 6ptica ou GC-MS
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Fonte: Elaborada pela autora.

3.2.8 Identificagcao e quantificacao de cafestol por CG-MS

Para a identificagcdo e/ou quantificagdo do cafestol, seguiu-se a
metodologia de De Oliveira et al. (2014), com adaptagbes. As amostras foram
saponificadas a quente com 2mL de NaOH em metanol (1,25M) e, em seguida,
colocadas em banho ultrassénico (Ultra Cleaner 750, Unique, Brasil) por 100 min.
Apos isso, foram entdo deixados em banho-maria a 70 °C/1h. Subsequente,
adicionou-se 2 mL de terc-metil-butil-eter (MTBE) e 2 mL de agua deionizada,
seguindo centrifugacdo de 7.000 rpm/5 min (Multifuge X3R, Waltham, Estados
Unidos). A parte organica foi coletada e mais MTBE (2 mL) foi adicionado a parte
hidrofilica residual. Este procedimento de adicao de MTBE e centrifugagao foi repetido

3 vezes a fim de coletar todo o cafestol remanescente. Finalmente, foram adicionados
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3 mL de agua deionizada. Apenas a parte lipofilica foi coletada e rotoevaporada. As
fragbes insaponificaveis ndo foram silanizadas, como sugerido por De Oliveira et al.,

2014. Um esquema esta representado na Figura 9.

Figura 9 - Esquema de preparagdo das amostras para identificacdo e/ou quantificagdo do cafestol
liberado pelas microcapsulas, segundo a metodologia de De Oliveira et al. (2014)
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Fonte: Elaborada pela autora.

Para a leitura, 1mL de amostra foi injetado automaticamente (modelo AOC-
500), usando um cromatégrafo a gas Agilent (modelo 7890B), equipado com um
detector de massa (modelo 5977A), todos de um mesmo fabricante (Agilent, Santa
Clara, EUA) e uma coluna (RTX 5, Restek, EUA) (30 mm, 0,25 mm de didmetro
interno, 0,25 de espessura de filme). O programa de temperatura utilizado foi: 15
°C/min de rampa de 80 °C a 220 °C, 7 °C/min até 270 °C, permanecendo por 5 minutos
e 5 °C/min até 290 °C, permanecendo por 20 minutos. As temperaturas do injetor e
de interface entre o cromatdgrafo e o detector de massa seletiva foram de 280 °C e a
ionizagao foi feita por impacto de elétrons (70 eV) com a fonte de ions mantida a 250
°C. A faixa de varredura de massa foi de 40 a 800 m/z. A quantificagao foi realizada
através da construgdo de uma curva de calibracdo. Para isso, diferentes
concentragbes do padrao cafestol puro (0, 300, 500, 1000, 1200, 1400, 1600 e
1800ppm) (Santa Cruz Biotechnology, Califérnia, EUA) foram injetadas no
equipamento e tiveram suas areas analisadas no software MassHunter (Agilent, Santa

Clara, EUA) (dados nao publicados). A relagdo entre a area do pico versus
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concentragao, possibilitou quantificar o valor de cafestol liberado pds-estresses, pela
Equagao 1 (R*=0,98).

Area do Pico+ .477.845,35
18.944,07

Concentracao de Cafestol =

(1)
3.2.9 Caracterizagao de T6 variando-se OCV

A microparticula selecionada na primeira etapa (T625) foi analisada quanto
sua capacidade maxima de encapsular o 6leo de café verde. Para isso, o OCV foi
variado em 25, 50 e 75% (p/p) e, posteriormente, foi calculado o rendimento de

processo, a capacidade de carga (CC) e eficiéncia de encapsulagéo (EE).
3.2.9.1 Rendimento do processo de encapsulagdo

Para a obtencéo do rendimento em percentual (Equagao 2), calculou-se a
relagao entre massa total inicial, usada na preparacdo das microcapsulas e o valor de
microcapsula em massa no final do processo, segundo CALDERON-OLIVER et al.
(2017).

Rendimento (%) = %x 100 (2)

Na Equacao 2, “ms” corresponde ao valor em gramas da massa seca final
de microcapsulas e “mi” ao valor em gramas da massa inicial de gelatina, goma do

cajueiro e 6leo de café verde.
3.2.9.2 Capacidade de carga (CC)

A capacidade de carga (%) foi determinada dividindo-se o 6leo total (OT)
retido nas microcapsulas, pela quantidade de 6leo de café verde no inicio do processo
(OCVi), segundo a Equacéo 3.

0T,

CC (%) = - x 100 (3)
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Para a determinagdo de oleo total, usou-se a metodologia Bligh; Dyer
(1959), adaptado por Comunian et al. (2018). Apds a ruptura das microcapsulas secas
(1 g), foi adicionado 5 mL de cloroférmio, 10 mL de metanol e 4 mL de agua. Essa
mistura foi agitada suavemente (1 min). Em seguida, foi acrescentado 5 mL de
cloroféormio e 5 mL de sulfato de sédio a 1,5% (p/ p), sendo novamente agitada por 1
min € mantida em repouso durante 30 min, para separagao da fase lipofilica. A fase
com cloroférmio e 6leo foi levada a estufa a 60 °C até o solvente ser evaporado. Por

fim, o OT foi quantificado por diferenga gravimétrica.

3.2.9.3 Eficiéncia de encapsulacdo (EE)

A eficiéncia de encapsulagao (%) determina o percentual que ficou retido
apenas na estrutura interna da matriz biopolimérica, sendo calculada conforme a
Equacéao 4, onde OT e OS representam, respectivamente, a quantidade de 6leo total

e 6leo superficial.

0T-0S5,

EE (%) = 2

x 100 4)

Para a determinagao do 6leo superficial (OS), apés a centrifugacéo, 7 g de
microcapsula umidas foram ressuspendidas com 20 mL de agua destilada e 10 mL de
hexano e homogeneizados (200 rpm / 5 mim) em uma incubadora shaker (Solab, SL
222, Piracicaba, Brasil). Apos isso, as amostras foram centrifugadas (10.000 rpm, 10
min a 25°C) e o material lipofilico coletado foi evaporado em estufa (modelo, cidade,

Pais) a 60 °C, seguido de quantificagdo gravimétrica do dleo retido.

3.2.10. Estudo da liberagao de cafestol de T625 em diferentes valores de pH

A liberagao de cafestol por T625 foi investigada em diferentes valores de
pH (2,5; 3,5; 4,5; 5,5 e 6,5), no qual o diterpeno foi usado como sinalizador da
liberagdo OCV encapsulado.

As microcapsulas umidas (1%) (m/v), apés centrifugacéo, foram dispersas

(40 rpm/min) em agua destilada e o pH foi ajustado com uma solugao de NaOH 0,7 M
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ou HCI 0,5 M, a temperatura ambiente. Apds isso, as amostras foram submetidas a
analise optica (ZEISS Axio Imager.A2), conforme item 3.3.4.2 e a cromatografia

gasosa (Agilent, Santa Clara, EUA), de acordo com os itens 3.2.7 e 3.2.8.

3.2.11 Oxidacao Acelerada por Rancimat

A oxidagao acelerada por Rancimat do OCV puro e encapsulado foi analisada pelo
aparelho Metrohm Rancimat 743 (Modelo 873, Herisau, Suiga), de acordo com
Comunian et al. (2017), com adaptagdes. Amostras (3 g de OCV puro, 1,5 g de
microcapsulas liofilizadas com e sem OCV encapsulado) foram submetidas a uma
temperatura de 90 ° C e uma corrente de ar purificado a 20 L/h. Os compostos
oxidados, transportados pelo fluxo de ar, foram coletados em agua deionizada e o
aumento na condutividade da agua foi medido continuamente em horas (uS / cm)
(Figura 10). O tempo de indugdo em horas foi utilizado como indice de estabilidade
oxidativa. A metodologia é amplamente usada para medir a oxidagdo microcapsulas
com nucleo lipofilico (COMUNIAN et al. 2017; MA et al., 2019; NOELLO et al., 2016;
WANG et al., 2018a).

Figura 10 - Esquema do teste de Rancimat
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Fonte: Adaptado de Jain e Sharma (2010).
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3.2.12 Simulagéao de liberagao gastrointestinal do cafestol

A liberacdo gastrintestinal do cafestol presente nas microcapsulas foi
estabelecida de acordo com a literatura (COMUNIAN et al., 2017; GBASSI et al.,
2009), com adaptacgdes. O fluido gastrico foi simulado utilizando NaCl a 0,9% (p/p) e
pepsina a 0,3% (p / p) numa solugéao de pH 1,8. Neste sistema, microcapsulas (2% m
/ V) foram incubadas sob agitagdo por 30 min e 37 ° C. Na sequéncia, o sistema foi
ajustado para simular a digestdo intestinal. Para isso, o pH foi corrigido para 7,8;
adicionou-se 1% (p / p) de pancreatina e 0,3% (p / p) de sais biliares. A liberagao de
cafestol presente nas microcapsulas foi monitorada a 0, 30, 60, 120 e 180 min. Em
cada tempo, 10 mL de hexano foram adicionados as amostras para capturar o OCV
liberado. Apds agitagcdo lenta (1 min), o hexano foi rotavaporado (IKA RV 10
CONTROL, Staufen, Alemanha) e a fase lipofilica foi recolhida. A quantificacdo do
cafestol esta descrita na Segéo 3.2.8.

3.2.13 Preparacgao de suco de tamarindo

Trés diferentes tratamentos de suco de tamarindo foram preparados com
polpa de tamarindo 10% (p / p) liofilizada e 0,1% (p / p) de adogante, diluidos em agua
potavel. Ts1 foi o tratamento controle do suco de tamarindo; o tratamento com Ts2,
com a adigao de 0,03% (p / v) de 6leo de café verde nao encapsulado; o Ts3, 0,69%
(p / v) de microcapsulas foram adicionados a formulagao basica. Exclusivamente em
Ts3, as microcapsulas foram dispersas em 1/3 do volume de agua por 1 h, para
facilitar a ressuspensao. Posteriormente, foram adicionadas a outra parte do volume
de agua e aos ingredientes da formulagao, conforme representado na Figura 11. Em
Ts2 e Ts3 foi utilizada a mesma quantidade de OCV, ou seja, 0,03 g de dleo livre ou
encapsulado em 100 mL da bebida (DE OLIVEIRA et al., 2014).

A quantidade de OCV incorporado ao suco foi estabelecida com base na
ingestao diaria de cafeina pois ainda nao ha limite de consumo para o 6leo de café
verde. Segundo Wikoff et al. (2017) efeitos toxicos ao corpo humano nao foram
observados quando adultos consumiram até 400 mg de cafeina/dia, mulheres
gravidas consumiam 300 mg/dia e criangas 2,5 mg/dia. Vale ressaltar que o OCV
apresenta baixos niveis de cafeina, removidos por centrifugacao (DE OLIVEIRA et al.,

2014). Apos a preparagao dos tratamentos, o pH do suco foi corrigido para 3,5 usando
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KOH (15% p / v). Finalmente, a pasteurizagdo foi realizada em um trocador tubular
(Armfield FT74x, Ringwood, Inglatera), com temperatura ajustada a 85 ° C, utilizando
vazao de 220 mL / 30 s.

Figura 11 - Preparo das formulagdes Ts1 (suco de tamarindo sem adicao de compostos
bioativos), Ts2 (suco de tamarindo adicionado de 6leo de café verde livre rico em cafestol e
caveol) e Ts3 (suco de tamarindo contendo microcapsulas)

/ o

= 10% (p/p) - Polpa liofilizada; il
+ 0,1% (p/p) - Adogante, /
0,03% (p/p) - OCY;
Microcapsulas dispersas
em 1/3 de dgua

= 3agua.
(1h/40rpm)

+ 10% (p/ p) liofilizada;
* 0,1% (p/ p) de adogante,
+ dgua.

* 10% (p/p) - Polpa
liofilizada;

* 0,1% (p/p) -
Adogante,

*+ 0,69% (p/p)-
Microcapsulas de
ocy;

+ agua.

Produgdo de Ts1, Ts2 e Ts3 l

Armazenamento (5°C)
t(0, 7, 15, 21 e 30 dias)

Correcdo de pH (3,5)

| Pasteurizagao (220 mL/30s a 85°C)

Fonte: Elaborado pela autora.

Os tratamentos foram envasados a quente (hot fill) em frascos de vidro (250
mL) e tampas rosqueaveis plasticas, previamente sanitizadas com cloro ativo (100
mg. L"). As garrafas foram inclinadas para pasteurizagédo da tampa (3 min), resfriadas
em banho-maria, rotuladas e armazenadas por 0, 7, 15, 21 e 30 dias em camara de
refrigeracao (5 °C).

3.2.14 Caracterizagao do suco de tamarindo
3.2.14.1 Caracterizagdo morfologica

Os tratamentos Ts1, Ts2 e Ts3 foram caracterizados morfologicamente.
Uma aliquota foi coletada e depositada em uma lamina de vidro. As micrografias foram

feitas em microscopio 6tico Zeiss (Axio Imager.A2, Oberkochen, Alemanha) e por MeV
(Quanta FEG 450, Thermo Fisher Scientific, Hillsboro, EUA) com aumento de 1.980x.
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Para melhor visualizagdo, o suco foi microfiltrado com o auxilio de uma bomba de

vacuo (Buchi, bomba de vacuo V700, Valinhos, Brasil).

3.2.14.2 Determinagé&o do pH, sélidos soluveis totais, acidez total titulavel

O pH das amostras foi analisado utilizando um medidor de pH (Jenway
3505 Meter, Staffordshire, Inglaterra) calibrado com solug¢des tampéao 7,0 e 4,0 a 25
°C, segundo método 13.010 da A.O.A.C., 1984. SST foi medido com um refratbmetro
digital (Atago, PAL-3, Minato-ku, Téquio) conforme n°® 932.12 da AOAC (1997). AATT
da amostra foi determinada com um titulador automatico (MS Tecnopon, Mpa 210,
Piracicaba, Brasil) utilizando NaOH 0,1 M, expresso em porcentagem de acido
tartarico, segundo método n° 942.15 da A.O.A.C., 1997, para amostras de suco de
tamarindo em 0, 7, 15, 21 e 30 dias.

3.2.14.3 Cor

A cor dos tratamentos de suco armazenados (5 °C) foi determinada usando
um colorimetro (Konica Minolta Modelo CR400, Toquio, Japéo) nos tempos 0, 7, 15,
21 e 30 dias. A cor dos tratamentos foi determinada pelas coordenadas instrumentais
da cor, usando os parametros L * (branco (100) a preto (0)), a * (verde (-) a vermelho
(+)) e b* (amarelo (+) a azul (-)) do sistema CIE. A diferenga total de cores (AE), apos

30 dias de armazenamento, foi calculada pela Equacgéo (5).

AE = [(AL*) ? + (Aa*) % + (Ab*) 2] 2 ()

3.2.14.4 Reologia

A viscosidade aparente das amostras foi determinada (0, 7, 14, 23, 30 dias),
utilizando um redmetro (Thermo Scientific HAAKE ™ MARS ™, Waltham, EUA), com
cilindro concéntrico (CC16 DIN Ti) (D = 15.700 mm, L = 23.544 mm = 120 ° e gap
de 3,318 mm), e sistema Peltier (TM-PE-C, Waltham, EUA) acoplado a um banho
(Haake A 10, Waltham, EUA). Testes de rotagao foram realizados, a 25 ° C, com taxas

de cisalhamento (0,1 s a 100 s') e descidas (100 s a 0 s™), controladas pelo



56

software Haake Rheowin Job Manager, de acordo com a literatura (DE CASTILHOS
et al., 2018, DE CASTILHOS et al., 2017), com modificagdes.

Os resultados dos dados experimentais foram modelados usando de
tensdo e taxa de cisalhamento pelo procedimento de estimagao nao-linear do software
OriginPro 2018. Para isso, foram testados os modelos de Ostwald-de Waele (Equagao
6) e Herschel-Bulkley (Equacéo 7). O melhor modelo reoldgico, que ajustou os dados
experimentais, foi selecionado de acordo considerando o coeficiente de determinagao
(R2),

T =k({" (Equacéo 6)
T =1 +k@" (Equacéao 7)

onde: 7 = tensdo de cisalhamento (Pa), k = indice de consisténcia (Pa.s), n = indice

de comportamento do fluxo (adimensional), y = taxa de cisalhamento (s).

3.2.15 Liberagao de cafestol a partir de microcapsulas aplicadas em suco

A liberagao de cafestol a partir de microcapsulas dispersas no suco (Ts3)
foi monitorada por 0, 7, 15, 21, 30 dias. Em cada tempo, 5 mL de hexano foram
dispensados no sistema na razdo de 2: 1 (amostra Ts3 / hexano). A amostra foi
levemente agitada durante 1 min para solubilizar o OCV liberado. Em seguida, a fase
lipofilica foi coletada e o hexano foi rotavaporado (IKA RV 10 CONTROL, Staufen,
Alemanha). A liberagdo de cafestol, detectada por cromatografia gasosa (etapa
descrita na seccdo 3.2.8), foi utilizada como indicador da estabilidade das

microcapsulas de OCV aos 30 dias.

3.2.16 Avaliagcao sensorial

Essa avaliagdo sensorial foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa
do Instituto de Cultura e Arte da Universidade Federal do Ceara. O numero Certificado
de Apresentagao de Etica (CAAE) foi 56393715.5.0000.5054.

Os ensaios foram realizados em laboratorio do Instituto de Cultura e Arte
(ICA) da Universidade Federal do Ceara, com condigbes de iluminagao, ruidos e

temperatura controladas. A avaliacdo sensorial foi realizada com a participacédo de
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130 consumidores. As amostras foram servidas em copos plasticos de 180 mL
codificados com numeros aleatoérios de trés digitos. Esses recipientes foram entregues
juntamente com um copo de agua mineral, para eliminagao do sabor residual na boca.

As amostras foram apresentadas utilizando o delineamento de blocos
completos balanceados. As amostras foram avaliadas quanto aos atributos de
impresséo global, consisténcia, sabor e cor. Para isso, foi utilizada uma escala
hedbnica, estruturada com 9 pontos (1 = desgostei extremamente e 9 = gostei
extremamente) (Meilgaard, Civille e Carr, 2007).

A avaliagao sensorial foi realizada com a participacédo de 130 consumidores
nao treinados. Os participantes foram questionados sobre o quanto gostaram de suco
de tamarindo. Respostas como "ndo gostei" ou "gostei um pouco" foram
caracterizadas como um fator de exclusao, participando da analise estatistica 34
homens, 28 mulheres e 16 provadores que ndao marcaram a opg¢ao de sexo,
totalizando 78 degustadores, com idade entre 18 e 65 anos.

Apods o teste de aceitagao, os provadores foram convidados a preencher
um questionario chamado Check-All-That-Apply (CATA), o qual apresentava 8 termos
descritivos relacionados com as caracteristicas sensoriais das amostras de suco de

tamarindo (“muito acido”, “pouco acido”, “cor marron”, “cor escura”, “sabor residual”,
“sabor de 6leo”, “sabor de café”, “aroma de café”). Durante o teste, os consumidores
foram orientados a assinalar com a letra X nos termos do CATA que melhor
descreviam as caracteristicas percebidas nas amostras. No questionario CATA, a
frequéncia de uso de cada termo foi determinada pela contagem do numero de
consumidores que usaram os mesmos termos em maior numero de vezes de acordo
com Vidal et al. (2015). O RATA, por sua vez, foi utilizado para quantificar esses
descritores utilizando uma escala numérica de intensidade (1 - pouco / fraco até 5 -

muito / forte) (ARES et al., 2014).

3.3 Analise estatistica

Os dados dos testes de aceitagado foram avaliados por ANOVA, seguido por
comparagoes das meédias dos valores hedodnicos pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. O teste de Cochran Q foi realizado para identificar diferengas
significativas de cada atributo do método CATA (MANOUKIAN, 1986). Foi realizada

a contagem da frequéncia na tabela CATA a fim de compreender o posicionamento
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das quatro amostras de suco de tamarindo segundo a percepg¢édo dos consumidores,
juntamente com sua amostra ideal.

Os resultados também foram avaliados através da analise dos
componentes principais (ACP) com graficos bidimensionais e os testes de médias
apresentados de forma tabular e grafica. Todas as analises estatisticas foram
realizadas por XLSTAT (2019) software para Windows versédo 1.2 (Adinsoft, Paris,
Francga). Para as demais analises também foi feita ANOVA e Tukey (significancia de

5%), utilizando o programa estatistico Origin (OriginLab), verséo 8.0.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Determinacgao da proporgao das matrizes encapsulantes

Na Tabela 5, tem-se os valores de carga dos polimeros quando o pH variou
(3,5;4,0 e 4,5). Essa variagao (3,5-4,5) foi escolhida por ser, seguramente, mais baixa
que o ponto isoelétrico (pl) da gelatina B (Rousselout®), que segundo Ciannamea et
al. (2018), apresenta pl = 5,1. No ponto isoelétrico, a gelatina precipita sem interagao
eletrostatica com o polissacarideo, e acima dele, assume valores negativos, n&o
sendo adequada para interagdo por coacervagao complexa (PAL; BAJPAI; BAJPAI,
2018; WANG et al., 2018b).

Pode-se observar que, a medida que o pH diminui, a carga liquida positiva
da disspersao de gelatina aumentou. Perfil semelhante foi encontrado em Klassen;
Nickerson (2012) e Jamroéz et al. (2018).

Considerando os polissacarideos usados, verificou-se que tanto goma
arabica quanto goma do cajueiro exibiram um potencial zeta negativo, estando de
acordo com a literatura (GOMEZ-ESTACA et al., 2016; SHADDEL et al., 2018a;
SHADDEL et al., 2018b; SILVA et al., 2018; TIMILSENA et al., 2017, WU et al., 2018).

A goma do cajueiro teve seu valor de carga diminuido quando o pH
aumentou, e esse € um fator positivo para coacervagao complexa, pois quanto menor
for a carga, maiores sao as chances de interagao entre os coloides e sua precipitagao
(DUCEL et al., 2004).

Para goma arabica, o valor absoluto da carga nao diferiu estatisticamente
(p <0.05) em pH=3,5 e pH=4,0. De acordo com Ducel et al. (2004) em valores de pH

superiores a 3, 0 médulo de potencial zeta da goma arabica aumenta lentamente.
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Tabela 5 - Valores de potencial zeta de gelatina (GE), goma arabica (GA) e goma de cajueiro
(GC), dispersadas separadamente (1%) e variando-se o pH em 3.5; 4,0 e 4,5

pH Polimeros ¢ (mV)
GE 15,28 + 0,872
3,5 GA -18,28 + 0,29"
GC -1,14 + 0,07¢
GE 5,09 + 0,35
4,0 GA -18,19 + 0,49"
GC -4,67 + 0,25¢
GE 2,61+0,38°
4,5 GA -21,48 + 0,449
GC -9,18 + 0,361

Letras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente ao nivel de 5% pelo teste de
Tukey.

Em pH=4,5 a goma arabica apresentou moédulo de carga maior, se comparado as
cargas apresentadas nos outros valores de pH (3,5 e 4,0) estudados. Esse resultado
€ coerente, pois em pH 4,5 havia menor concentragdo de hidrogénio livre (carga
positiva), resultando em menor interferéncia na carga parcial de GA (Tabela 5).
Segundo Ravindran et al. (2018), o pH afeta quantitativamente as interagdes

eletrostaticas e as cargas dos polimeros dispersos.

4.2 Avaliagcao do processo de microencapsulagao

O processo de microencapsulagao é atribuido a interagdo entre grupos
carboxila do polissacarideo e os grupos amino-protonados da proteina.
A Figura 12 mostra as solugdes (T1 a T6) logo apds a corre¢do dopH (a, d, g,j, me
p) e depois do descanso de 24h (overnight) em temperatura refrigerada, sendo “b”,
“e”, “h”, “k”, “n” e “q” a vista frontal e “c”, “f*, ", “I", “0” e “r”, vista transversal. Arrefecer
o sistema é importante, pois favorece ligagdes de curto alcance (van der Waals) que
sdo predominantes em sistemas de coacervagado complexa (PATTERSON, 1982).

Ainda considerando a Figura 12, tem-se que T1, T2, T4 e T5 separaram em
duas fases heterogéneas, formando uma fase concentrada em polimeros e outra
diluida. Inicialmente, a coacervacdo complexa forma microcapsulas coacervadas
muito finas, denominada de microcoacervagcdo. No decorrer do processo, as

microparticulas se aglutinam, formando particulas maiores, com alta densidade e, por
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isso, decantam no fundo do recipiente, estagio chamado de macrocoacervagao
(Figura 12) (TIMILSENA et al.,, 2019). A fase de transicdo entre a micro e
macrocoacervagao ocorre porque os biopolimeros repelem a agua intermolecular,
aumentando a entropia do sistema, acarretando na turvagao da solugao (Figura 12 —
a, d, g, j, m, p), mas, na sequéncia, seguem a tendéncia natural de agregacéo, no qual
o sistema perde energia e diminui a entropia (SINGH; ASWAL; BOHIDAR, 2007). Em
T3 e T5 nao houve formacado de microcapsulas por coacervacdo complexa, pois a
emuls&o permaneceu turva e sem decantagdo mesmo apds overnight.

ApOs a verificagdo da adequabilidade da parede, o sistema T6 (GE/GA em
pH 4,5) foi escolhido como mais adequadas para aplicagdo em suco (discutida no item
4.4). Portanto, as microcapsulas de T6 foram também estudadas quanto a sua
capacidade maxima de carregar o 6leo de café verde. Para isso, a quantidade de OCV

foi variada em 25, 50 e 75% (p/p) e as solugdes estdo apresentadas na Figura 13.

Figura 12 - T1, T2, T3, T4, T5 e T6 séo, respectivamente, as emulsées GE/GA (pH=3,5), GE/GC
(pH=3,5), GE/GA (pH=4,0), GE/GC (pH=4,0), GE/GA (pH=4,5), GE/GC (pH=4,5)

a, d, g, j, m e p perspectivas verticais logo apds a correcao de pH (3,5);

b, e, h, k, n e g sdo perspectivas verticais apos overnight e

c, f, i, 1, 0 e r sdo as vistas transversais logo apés overnight

Fonte: Elaborado pela autora.

A Figura 13 mostra que, quando a quantidade de OCV foi aumentada no
sistema, a macrocoacervacdo foi afetada uma vez que as microcapsulas nao

decantaram, ao contrario, flocularam. Sugere-se que as microcapsulas de GC/GE
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mais cheias de d6leo, ficaram mais leve, resultando em uma menor densidade, por isso
aglomerou em cima. Mayya; Bhattacharyya; Argillier, 2003, encapsulando 6leo de
parafina, relataram precipitagdo no fundo e floculagdo topo semelhante a esse
trabalho. Huang et al. (2012) coacervando proteina de soja e quitosana em fungao
dos valores de pH obtiveram precipitados esponjosos semelhantes a T650 [0,65%
(m/v) de GE/GC (1:3,5 (p/p)), 50% (p/p) OCV)] e T675 [0,65% (m/v) de GE/GC (1:3,5
(p/p)), 75% (p/p) OCV)]. Apesar de os tratamentos com 50 e 75% de OCV (p/p) terem
floculado, houve encapsulagao confirmada pela analise 6ptica (Figura 15) e analises
de rendimento do processo, capacidade de careamento e eficiéncia de encapsulacao
(item 4.5).

Figura 13 - 1, I, lll s&o, respectivamente, vista vertical logo apds a corregao de pH=

4.5, vista vertical e horizontal logo ap6és overnight da solugdo T1, com 25% (p/p) de

OCV. 1V, V, VI sao vista vertical logo apés a correcdo de pH=4,5, vista vertical e
horizontal logo apés overnight da solugéo T1, com 50% (p/p) de OCV, respectivamente.

VII, VI, IX s&o vistas vertical logo apés a correcdo de pH=4,5, vista vertical e horizontal logo
apos overnight da solugéo T1, com 75% (p/p) de OCV, nessa ordem Fonte:

T625

Elaborado pela autora.
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4.2.1 Andlise de determinacao de potencial zeta ({)

A Tabela 6 mostra os resultados de zeta  (mV) para as emulsdes T1, T2,
T3, T4, TS5 e T6, bem como, dos tratamentos T625, T650 e T675 variando-se a
quantidade do 6leo de café verde em 25, 50 e 75% (p/p) (Tabela 6). Quanto mais
proximo de zero for a carga, mais complexados estdo os pares de polimeros
(MARQUES DA SILVA et al., 2018). Essa condigéo é observada em T1, T3, T4 e T6,
mas nao ocorre em T3 e T5, pois apresentaram alto valor de em modulo de carga,

condicdo evidenciada na Figura 13 e confirmada pelo ¢ (mV).

Tabela 6 - Valor de potencial zeta dos sistemas (T1, T2, T3, T4, T5 e T6) precipitados em diferentes
vvalores de pH (3,5; 4,0 € 4,5)

pH de Proporgao ocv N
Tratamento coacervagio Biopolimérica (p/p) Precipitacao ¢ (mV)
(p/p) (%)
T1 1:1,2 25,6% Precipitou -0,97 £ 0,11 9
T2 39 1:13,4 25,6% Precipitou -0,88 +0,12 ¢
T3 4 1:3,6 25,6% N&o precipitou -16,64 +0,17°
T4 1:1,8 25,6% Precipitou 2,03+0,112
T5 45 1:8,2 25,6% N&o precipitou -19,91 £ 0,20 ¢
T6 ’ 1:3,5 25,6% Precipitou -1,59 + 0,06 def
T625 1:3,5 25% Precipitou -1,86 + 0,44 ©f
T650 4.5 1:3,5 50% Precipitou /Floculou -2,15+0,26f
T675 1:3,5 75%  Precipitou / Floculou -1,90 + 0,11 ¢f

Letras iguais na mesma coluna nao diferem estatisticamente ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.

GanesH et al. (2018) relataram que ter alto valor absoluto de carga permite
com que repulsao eletrostatica dos polimeros sejam elevadas o suficiente para evitar
a agregacao, precipitacdo e decantagdo das microcapsulas, como ocorreu nas
formulagdes T3 e T5 (Figura 12).

Marques da Silva et al. (2018) trabalharam com encapsulagdo de
Bifidobacterium Bb -12 usando GE/GA e formaram microcapsulas em pH=4,0, porém,
esses autores utilizaram gelatina tipo A, diferente da que foi usada nesta pesquisa.
Além do uso de gelatinas distintas, coacervagdo complexa € afetada por parametros
como temperatura, ponto isoelétrico, razdo de mistura, flexibilidade de cadeia e

distribuicdo de sequéncia de carga de polieletrélito (PATHAK et al., 2017). Gomez-
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Estaca et al. (2016), usando os pares de proteina-polieletrélito (gelatina/goma arabica
e gelatina/goma do cajueiro) para encapsular astaxantina a partir de residuos de
camarao, nao conseguiram formar microcapsulas de GE/GA em pH préximo ou abaixo
de 4,0, divergindo deste trabalho, pois, foi possivel formar microcapsulas de GE/GA
em pH mais baixos (pH=3,5) (Figura 12). Ja para microcapsulas formadas de goma
de cajueiro e gelatina, o mesmo trabalho (GOMEZ-ESTACA et al., 2016) relatou
formacgao quando o pH variou de 3,5 - 5,0, semelhante ao nosso trabalho, quando foi

usado o mesmo par biopolimérico (GE/GC).
4.2.2 Microscopia optica

As analises morfoldgicas das microcapsulas umidas foram realizadas
apenas com os tratamentos da primeira etapa que apresentaram precipitagéo (T1, T2,
T4 e T6) e também com T625, T650 e T675, quando se variou a quantidade de OCV
em T6 (25, 50 e 75% (p/p)) em relagdo ao material de parede (Figura 14). A
microscopia de varredura eletrbnica (MEV) foi feita somente de T625 (melhor

microcapsula selecionada) (Figura 15).

Figura 14 - Microscopia 6ptica de T1, T2, T4 e T6 com aumento de 10x e escala de 100 ym. Seta
vermelha indicam 6leo de café verde encapsulado e branca indica 6leo nao encapsulado

Fonte: Elaborado pela autora.

Quanto a micrografia (6ptica) das microcapsulas umidas analisadas, todos

os tratamentos apresentaram microcapsulas multinucleadas e polimdrficas, com o
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material de parede encapsulando todo o 6leo de café verde. De Souza et al. (2018)
encapsularam um extrato de canela rico em proantocianidina por coacervagao
complexa, com GE/GA e GE/GC e encontraram formatos semelhantes desta
pesquisa. Ter morfologia multinucleada é importante, pois proporciona liberagao
controlada do nucleo (SHADDEL et al., 2018a; SHADDEL et al., 2018b). Comunian et
al. (2018), usando GE/GA e GE/CG, encapsularam 6leo de semente de echium e beta-
sitosterol e observaram que as microcapsulas com goma arabica apresentaram
morfologia circular com paredes definidas, diferindo dessa pesquisa; contudo, as
microcapsulas com goma do cajueiro, foram similares ao nosso trabalho. Gomez-
Estaca et al. (2016) também relataram caracteristicas estruturais semelhantes as
dessa pesquisa (polinuclear e irregular) quando usaram como material de parede o

par biopolimérico gelatina e goma do cajueiro.

Figura 15 -Microscopia 6ptica de T625, T650 e T675 com aumento de 10x e escala de 100 ym.
Microscopia eletrénica de varredura das microcapsulas secas de 6leo de café verde (T625) obtidas por
coacervagao complexa, com aumento de (a) 154 x (b) 500 x (c) 12000 x. Seta vermelha indicam éleo
de café verde encapsulado, branca indica 6leo nao encapsulado e azul indica os poros da estrutura

Os tratamentos T2 (Figura 14), T650 e T675 (Figura 15) mostraram

liberagao de 6leo encapsulado quando agitados 40rpm/3h. Outros trabalhos, usando

a metodologia de coacervagao complexa, porém com materiais de parede e/ou
nucleos diferentes nesta pesquisa, apresentaram morfologia similar a desta pesquisa
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(CALDERON-OLIVER et al., 2017; ESPINOSA-ANDREWS et al., 2010; MENDANHA
et al., 2009; WANG et al., 2018).

A microscopia de varredura eletrénica das microcapsulas secas de OCV
(25% p/p) e paredes GE/GC (T625) apresentou também estruturas aglomeradas e
polimorficas, com superficie porosa e formando redes interligadas pelo contato da
matriz durante o processo de liofilizagao (Figura 15 a-c). Xiao et al. (2019) relataram
que os poros sao atribuidos a vaporizagao da agua aprisionada durante o processo
de secagem. Esse resultado foi semelhante a um estudo atual usando o mesmo
material de parede (COMUNIAN et al., 2018). Silva et al. (2018) encapsularam
Bifidobacterium Bb-12 por coacervacdo complexa com paredes de GE/GA e também
relatou estrutura irregular interligada. Outras pesquisas por coacervagao complexa,
apresentaram estruturas semelhantes a de T625 (RODRIGUES DA CRUZ et al., 2019;
BEZERRA et al., 2019; MATOS-JR et al., 2019; XIAO et al., 2019), por isso, infere-se
que a morfologia da microcapsula seca depende, exclusivamente, do processo de
secagem e da tecnologia de encapsulagdo empregada.

A microcapsula (T625) foi novamente hidratada e voltou ao seu formato
inicial (Figura 16). Gomez-Estaca et al. (2016) observaram comportamento
semelhante em microcapsulas liofilizadas de GC/GE contendo astaxantina, pois

relatou ao serem reidratadas voltavam ao formato original.

Figura 16 - Microcapsula T625 (a) liofilizada, (b) Microscopia de varredura eletrdbnica com aumento
de 1000x, (c) Microscopia optica, aumento de 10x e escala de 100 uym. Seta vermelha indica
cavidades/poros e azul indicam 6leo de café verde encapsulado
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Fonte: Elaborado pela autora.

Portanto, embora o processo de liofilizacdo tenha resultado na perda da estrutura

inicial das microcapsulas de T625, como observado por MeV (Figura 16), isso ndo
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compromete sua a aplicagao, principalmente em alimentos umidos, como é o caso do
suco de tamarindo.

4.3 Tamanho de Particula

O tamanho de particula € uma medida importante quando se deseja aplicar
as microcapsulas como ingrediente alimentar e pode ser controlado principalmente
pelo tamanho inicial da emulsao e pela espessura do material da parede (MA et al.,
2019; SOUZA et al., 2018).

A coacervacao complexa permite obtencdo de microcapsulas na faixa de 1
a 500 um, sendo que, para a aplicacdo em alimentos & conveniente que as
microcapsulas tenham tamanhos inferiores a 100 um, pois facilita a aplicagcédo, além
de permitir baixa percep¢ao sensorial (FAVARO-TRINDADE; PINHO; ROCHA, 2008;
COMUNIAN et al., 2016b).

Pela Tabela 7, percebe-se que o tamanho das microcapsulas variou de
10,07 + 0,86 a 24,10 £ 2,08 ym. Todas apresentaram distribuicdo unimodal e
polidispersividade (SDV variando de 3,02 a 0,63).

Tabela 7 - Tamanho médio de particula (um) de T1, T2, T4 e T6 usando como material
de parede GE/GA (pH=3,5), GE/GC (pH=3,5), GE/GC (pH=4,0) e GE/GC (pH=4,5),
respectivamente, e OCV 25,6% (p/p) constante. Tratamentos T625, T650 e T675 foram
feitos com GE/GC (pH=4,5) e variou-se a quantidade de OCV em 25%, 50% e 75%
(P/p)

Tratamento Tamanho (um)
T1 19,50 + 3,02 be

T2 24,10+ 2,08"

T4 10,07 £ 0,86°

T6 15,67 + 1,56 k¢
T625 14,56 + 0,63 2
T650 22,67 + 3,02P¢
T675 19,73 £ 2,46

Letras iguais na mesma coluna nao diferem estatisticamente ao nivel de 5% pelo teste
de Tukey.
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Os tratamentos T2, T50 e T675 apresentaram tamanhos de particula um
pouco maiores que os demais tratamentos, isso ocorreu porque o 6leo, liberado
durante a homogeneizagdo das microcapsulas umidas, interferiu no calculo,
inevitavelmente foram também contabilizados pelo programa ImagedJ. Fatores como
a concentragao de polimero, pH, forga idnica, relagdo nucleo-parede também afetam
no tamanho das microcapsulas (GOMEZ-ESTACA et al., 2016).

Considerando apenas os tratamentos (GE/GA ou GE/GC) que néao
liberaram 6leo durante a ressuspensao das microcapsulas (T1, T4, T6 e T625) tem-
se que seus diametros, 19,5 + 3,02 ym; 10,07 £ 0,86 um; 15,67 + 1,56 um e 14,56 *
0,63 pm, respectivamente, foram menores que os relatados por Souza et al. (2018),
Gomez-estaca et al. (2016) e Comunian et al. (2016a), todos usam 0os mesmos pares
de polimeros para encapsulagao por coacervacao complexa. Portanto, esse € um fator
positivo deste estudo, pois quanto menor o tamanho de particula, menor sera o
impacto na textura dos alimentos (COMUNIAN et al., 2016b).

Comparando-se as microcapsulas formadas por goma arabica (T1) e as de
goma do cajueiro que nao liberam o 6leo (T4, T6 e T625) temos que as microcapsulas
formadas por goma arabica foram maiores que T6 e T625, e quase duas vezes maior
que a T4, estando em conformidade com a literatura, pois microcapsulas feitas com
goma arabica sdo, comprovadamente, maiores que aquelas formadas por goma do
cajueiro (COMUNIAN et al., 2016b).

Quando se variou a quantidade de d6leo de café verde em 25, 50 e 75%
(p/p) da microcapsula T6, a particula com menos o6leo de café verde (T625)
apresentou menor tamanho (14,56 + 0,63 ym) comparado as de 50 e 75% (T650 e
T675), sendo semelhante ao valor encontrado um estudo usando gelatina e goma do
cajueiro (COMUNIAN et al., 2017).

4.4 Teste de adequacgao da microcapsula para aplicagao em suco

4.4.1 Dispersividade

As microcapsulas umidas obtidas por coacervagao complexa tendem a
aglomerar, formando uma rede agregada que aprisiona as moléculas do nucleo
(Figura 17 — A). Segundo Gongalves et al. (2018), a tendéncia a aglomeragéo deve-

se a auséncia de cargas superficiais. Outros estudos usando a coacervagao complexa
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também relataram sobre aglomeracdo das microcapsulas (CALDERON-OLIVER et
al., 2017; GONCALVES et al., 2018; HASANVAND; RAFE; EMADZADEH, 2018; MA
et al., 2019; SCHMITT et al., 2001; YUAN et al., 2017; WANG et al., 2018). Assim, a
producao das microcapsulas de OCV para aplicagdo em suco (sistema hidrofilico e
pouco viscoso) exigiu que fosse selecionado uma combinagao polimérica com melhor
dispersdo e que propiciasse uma minima liberagdo de o6leo. Por isso, todos os
sistemas que efetivamente formaram microcapsulas (T1, T2, T4, e T6 - Figura 12)
foram analisados quanto a sua capacidade de dispersividade em agua acidificada (pH
=3,5), durante 0 (A), 15 (B), 30 (C), 60 (D), 120 (E) e 180 (F) minutos (Figura 17). As
condicbes de tempo (t=180 min), rotacdo (40 rpm) foram determinadas
experimentalmente, uma vez que atenderam a testes iniciais feitos com suco de
tamarindo.

Na Figura 17 — A, tem-se as microcapsulas aglomeradas apos a
centrifugagdo. De B-C (Figura 17), nenhum tratamento apresentou aglomerado
(convenciou-se chamar de complexo) com ligacédo irreversivel entre os pares
poliméricos, ou seja, nenhuma amostra gelificou. Isso mostra que a concentragao de

0,65% (m/v) e a proporgao biopolimérica (p/p) (Tabela 5) estavam adequadas.

Figura 17 — Microcapsulas umidas dispersas em 0 (A), 15 (B), 30 (C), 60 (D), 12 (E) e 180 (F) min, com
concentragao de 2% (m/v) em agua acidificada (pH=3,5). T1, T2, T4 e T6 sao, respectivamente, GE/GA
(pH=3,5), GE/GC (pH=3,5), GE/GC (pH=4,0), GE/GC (pH=4,5)

Wet microcapsule
complex

t=0min t=15 min t=30 min t =80 min t=120 min =180 min

Fonte: Elaborado pela autora.
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Relacionando a Tabela 6 com a Figura 17, percebeu-se que quanto maior
a proporcao de gelatina se comparado ao polissacarideo, mais coeso tornou-se o
complexo (T1-1:1,2e T4 —1:1,8). Da mesma forma, os tratamentos T2 e T6, ambos
feitos com GE/GC e proporgdes de 1:13,4 e 1:3,4, respectivamente, apresentaram
maior dispersividade e, portanto, foram submetidos a analise 6ptica, a fim de avaliar
a capacidade de segurar o OCV, sob estresse de agitagao.

Correlacionando a Figura 17 com Figura 18, tem-se que T2 ja apresentava
alta dispersao em 15min, porém liberou OCV (Figura 18). Com o passar do tempo, as
goticulas de 6leo, inicialmente grandes, diminuiram de tamanho devido a agitagéo do
sistema. Comparando T2 (1:13,5 - GE/GC) com T6 (3,5:1 — GE/GC), observa-se que
a alta porgdo de goma de cajueiro em T2, resultou em um complexo extremamente
frouxo, liberando o OCV no sistema. Por sua vez, o complexo de microcapsulas T6

dispersaram bem e o OCV permaneceu encapsulado.

Figura 18 - Microscopia 6ptica dos tratamentos T2 e T6 feitos com GE/GA (pH=3,5) e GE/GA (pH=4,5),
respectivamente, dispersos em agua (pH=3,5) nos tempos 0, 15, 30, 60, 120 e 180 min. Setas
vermelhas indicam OCV encapsulado e brancas, OCV livre. Micrografias com aumento de 10x e escala
de 100 ym

t=0min i t=30 min t=60 min t=120 min t =180 min

T2

T6

Fonte: Elaborado pela autora.

4.4.2 Estudo da liberagcao de cafestol a variagao de temperatura

As microcapsulas obtidas por coacervagao complexa podem ser destruidas
pelas caracteristicas fisico-quimicas do alimento e/ou de processamento no qual ele

€ submetido, o que sua limita incorporagdo. O aquecimento, por exemplo, causa
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agitacdo entre as moléculas, o que pode desarranjar o complexo polissacarideo-
proteina (Comunian et al., 2016a). Portanto, para simular as condi¢ées de
pasteurizacao (72°C/15s) e verificar inferéncias da temperatura na liberagao de éleo,
amostra T6 foi analisada, uma vez que apresentou maior dispersividade e menor
liberacdo de OCV.

Na microscopia 6ptica (Figura 19) foi possivel observar que, em todas as
temperaturas, o OCV permaneceu dentro da rede biopolimérica. Além disso, os
cromatogramas (b a e) nao detectaram cafestol no sistema, o que indicou, com maior

precisdo, a preservagao do OCV dentro da microcapsula de T6.

Figura 19 - Liberacao de cafestol pelas microcapsulas T6, quando submetidas as temperaturas de
40°C/30s (b), 60°C/30s (c), 80°C/30s (d), 100°C/30s (e) e 100°C/60s (f). Detecgéo por GC-MS e
analise 6ptica, com aumento de 10x e escala de 100 ym. Em (a) tem-se o cromatograma do
cafestol padrao. Setas vermelhas mostram OCV encapsulado e pretas mostram o pico do cafestol
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Fonte: Elaborado pela autora.

Comunian et al. (2016a), quando encapsularam o 6leo de echium com
GE/GC, usando 5 min de exposicao ao calor, relataram liberagao de 6leo a partir de
40°C. Em contrapartida, quando houve reticulagdo com &acido sinapico e
transglutaminase, as paredes foram resistentes a temperaturas um pouco maiores

que 80°C. Assim, T6 mostrou-se mais eficiente que as microcapsulas do estudo
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citado, pois mesmo sem reticulagao, resistiram ao estresse a temperatura até 100°C
(Figura 19). Desse modo, T6 foi escolhida para analises de caracterizagao variando-

se 6leo de café verde.

4.5 Caracterizagao de T6 (GE/GC (1:3,5 (p/p)), variando-se OCV

Apoés a definicdo do complexo mais adequado, o tratamento T6 (0,65%
(m/v) de GE/GC (1:3,5 (p/p)), em pH=4,5) foi avaliado quanto sua capacidade maxima
de carregar o 6leo de café verde. Para isso, quantidade de OCV foi variada de 25, 50,
75 % (p/p), resultando nos tratamentos T625, T650 e T675 (Figura 13). A
caracterizagado foi analisada em termos de rendimento, capacidade de carga e
eficiéncia de encapsulagao (Tabela 8).

A Tabela 8 mostra que o rendimento variou de 33,49 + 0,34 (%) em T625 a
28,70 £ 6,51 (%) em T675, ou seja, percebe-se que o aumento do material de nucleo
diminui o valor do rendimento. Isso ocorre porque o 6leo dificulta a adsor¢ao dos
polimeros e a exposi¢ao de grupos carregados.

Tabela 8 - Porcentagem do rendimento de processo, capacidade de carga (CC) e eficiéncia de
encapsulacao (EE) dos tratamentos T625, T650 e T675, quando o OCV foi variado de 25, 50 e 75%.
Foi usada a mesma proporgéao biopolimérica (1:3,5) de GE/GC em pH=4,5

Rendimento de

Tratamento Processo Capacidade de Eficiéncia de encapsulacao
(%) carregamento (CC) (%) (EE) (%)
T625 33,49+ 0,342 30,87 + 4,69° 85,57 + 2,412
T650 31,59 + 4,50° 30,35+ 11,022 94,18 + 0,61
T675 28,70 + 6,512 32,47 + 4,29° 90,95 + 2,93

Letras sobrescritas diferentes na mesma coluna indicam diferenca (p <0,05) pelos testes de Anova e
Tukey.

Corroborando, Gongalves et al. (2018) e Shi et al. (2018) observaram que na auséncia
de 6leo, a complexacao produziu um alto rendimento, contudo foi diminuida quando o
oleo foi adicionado. Jun-Xia; Hai-Yan; Jian (2011) obtiveram rendimentos semelhantes
aos do nosso trabalho, quando encapsularam por coacervagao complexa oleo de
laranja doce, usando goma arabica e quitosana em diferentes valores pH (2,5; 3,0;

3,5). Chang et al. (2016), ao otimizarem a coacervagdo complexa de isolado proteico
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de canola (IPC) e quitosana, apresentaram rendimentos proximos aos deste trabalho
(20 a 35%), quando variaram IPC e quitosana de 1:2 até 6:1. J& Shi et al. (2018)
obtiveram rendimentos menores que 0s nossos (5-15%) quando encapsularam 6leo
de krill por coacervagao complexa.

Ainda sobre o rendimento, pode-se observar na Tabela 8 que, ao aumentar
a concentragao de 6leo em 50% e 75%, o desvio padrao de T650 e T675 cresceu, se
comparado a T625, isso ocorreu devido a floculagdo do complexo (Figura 13— V/Vl e
VIII/1X), fator que dificultou a coleta do material mesmo apds a centrifugagao.

A capacidade de carga (CC) mensura quanto de material de nucleo foi
retido pelas microcapsulas no final do processo, comparando-se com a massa inicial
de 6leo. Na Tabela 8, CC variou de 30,87 *+ 4,69 a 32,47 £ 4,29 (%) (p/p) e néo
apresentou diferenga significativa (p<0,05) quando a quantidade de éleo de café verde
aumentou. Nesse caso, infere-se, que houve uma saturagdo de carregamento, fato
associado a concentragao biopolimérica usada (0,65% (m/v)). Quando se relaciona a
capacidade de carga (CC (%)) (p/p) com o rendimento de processo (%) (p/p) das
microcapsulas de GE/GC, verifica-se que ha maior quantidade de 6leo de café verde
encapsulado em T675> T650> T625 por total de microcapsulas secas. Capacidades
de carregamento diversas estao relatadas na literatura e Shaddel et al. (2018a) conclui
que isso se deve as diferencas de nucleo, de classes de macromoléculas formadoras
da parede e da relagao entre eles. Este estudo apresentou maior capacidade de carga
se comparado a YANG et al., 2014 que encapsulou 6leo de baunilha por coacervagao
complexa (19,5 a 21,7% de CC) e Calderon-Oliver et al. (2017) que obteve de 3,05 +
0,08 a 13,59 £ 1,23 (%) de carregamento quando encapsulou, usando 0 mesmo
meétodo, nizina e extrato de abacate. Trabalhos recentes apresentam capacidades de
carregamento por coacervagao complexa semelhantes as encontradas nesta
pesquisa (SHADDEL et al., 2018a; SHADDEL et al., 2018b).

Na Tabela 8 sdo apresentados os valores de eficiéncia de T625 (85,57 *
2,41%), T650 (94,18 £ 0,61%) e T675 (90,95 £ 2,93%). A eficiéncia de encapsulagao
€ a quantidade de 6leo que ficou retida internamente na matriz biopolimérica, ou seja,
em T625, dos 30,87 + 4,69 (%) de oleo de café verde carregado, 85,57 + 2,41 (%) foi
aprisionado dentro da parede de GE/GC. Souza et al. (2018), trabalhando com o
complexo GE/GC para encapsular extrato de canela, obteve 86 + 6 (%) de eficiéncia
de encapsulagao préximo ao valor T625 e inferior as de T650 e T675. Gomez-Estaca

et al. (2016) usando o mesmo complexo (GE/GC) apresentou uma EE (%) de 59,9 +
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0,01 (%), valor semelhante foi relatado por Feng et al. (2018), com eficiéncia de 58,75
* 4,47 (%), ambos apresentaram EE (%) inferior a todos tratamentos deste trabalho.
Ter CC (%) e EE (%) altas ou baixas podem apresentar vantagens ou
desvantagens, por exemplo, cargas baixas de material encapsulado pode resultar em
mais material de nucleo para obter uma concentragéo de ingrediente ativo no produto
final. Por outro lado, microcapsulas com capacidade de empacotamento maior
apresentam como desvantagens menor protegcdo do ingrediente encapsulado
(SHADDEL et al., 2018a; SHI et al., 2018). Segundo Oxley (2014), conforme a
concentracdo do material do nucleo eleva-se, a protecdo da matriz biopolimérica
diminui. Somando-se a isso, a quantidade de material do nucleo na superficie da
microcapsula aumenta, resultando na rapida degradagao ou na liberagdo no ambiente
circundante. Foi isso que aconteceu com T650 e T675, pois mesmo apresentando
maior eficiéncia (Tabela 8), liberaram o éleo apds agitagcédo de 3h (Figura 14), operagao
necessaria e discutida anteriormente para dispersar o complexo. Assim, o tratamento
T625 com 25% de OCV (p/p) foi escolhido para as proximas fases do trabalho, pois
apresentou maior rendimento de processo, satisfatdria capacidade de carga e boa

eficiéncia.

4.6 Estudo da liberacao de cafestol de T625 em diferentes pH

O pH afeta as ligagdes do complexo proteina-carboidrato devido a
influéncia no grau de ionizagdo dos grupos amino-protonados, que pode induzir o
processo de liberagdo do conteudo da microcapsula de uma maneira desejavel ou
indesejavel (MATOS-JR et al., 2019). A Figura 20-a apresenta as imagens captadas
pela microscopia Optica do material obtido por coacervagao complexa em diferentes
valores de pH (2,5 a 6,5). No pH = 2,5 (Figura 20 a -b) o complexo pareceu mais
espalhado, com goticulas grandes de oOleo perto do perimetro da microcapsula.
Apesar de o cromatograma nao ter detectado o pico de cafestol (Figura 20 a -b), o que
indica a nao liberagado de OCV, o complexo mostrou-se dissociavel e fragil. Comunian
et al., 2016a, verificando a estabilidade de microcapsulas de GE/GC, relatou que pH
extremos (2,0 e 8,0), a parede da capsula tornou-se mais fragil, embora tenha
permanecido intacta. De acordo com Matos-Jr et al. (2019), a medida que os valores
de pH se distanciam do valor usado para a coacervacao, é possivel verificar que as

delimitagbes das microcapsulas sdo consideravelmente enfraquecidas. Em pH=3,5
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(Figura 20 a -c), o mesmo do suco de tamarindo, ndo houve deteccao de cafestol,
além disso, as microcapsulas estavam mais bem agrupadas e compactadas, com
goticulas de 6leo mais préximas e menores. Nos pH 4,5, 5,5, € 6,5 (Figura 20 -d, e, f),
o0 mesmo comportamento foi observado, ou seja, as microcapsulas ndo sofreram
mudangas consideraveis em sua estrutura. Também ndo houve detecgao de cafestol
liberado no sistema, podendo-se inferir que as microcapsulas produzidas com gelatina
e goma do cajueiro sdo resistentes em uma gama de pH. Diferentes estudos, néo
evidenciaram liberacdo de material de nucleo na faixa de 2,5 a 5,6 (COMUNIAN et al.,
2016a; MATOS-JR et al., 2019; CHUNG; MCCLEMENTS, 2015).

Figura 20 - Liberagao de cafestol pelas microcapsulas T625, quando submetidas ao pH 2,5 (b), 3,5 (c),
4,5 (d), 5,5 (e) e 6,5 (f). Deteccdo por GC-MS e analise 6ptica, com aumento de 40x e escala de 20
pum. Em (a) tem-se o cromatograma do cafestol padrdo. Setas vermelhas mostram OCV encapsulado
e pretas mostram o pico do cafestol
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Fonte: Elaborado pela autora.

4.7 Oxidacao acelerada por Rancimat

Os produtos da oxidagéo lipidica provocam a rejeigdo dos consumidores,
além de causar a degradagao dos compostos bioativos. Portanto, o prolongamento da

estabilidade torna-se necessario para a industria alimenticia e para o consumidor final.
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O indice de estabilidade oxidativa (IEO) e os comportamentos de oxidagao
do 6leo de café verde livre e das microcapsulas sem e com OCV estédo apresentados

na Figura 21.

Figura 21 - Tempo de indugao das amostras de 6leo de café verde ndo encapsulado (linha verde).
Linhas vermelha e marrom mostram o tempo de indugcédo de microcapsulas com e sem 6leo de café
verde, respectivamente
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Fonte: Elaborado pela autora.

A amostra de OCV puro, rico em cafestol e caveol, mostrou-se bastante
instavel, sendo oxidada logo no inicio da analise. Quando encapsulado, o éleo de café
verde apresentou estabilidade oxidativa até 6h, oxidando completamente em 12,64h.
Ou seja, comparando-se a estabilidade oxidativa da ambos (OCV livre ou
encapsulado), a encapsulagao diminuiu a oxidagédo do OCV em, aproximadamente, 6
vezes, comparado ao Oleo livre. Portanto, a coacervagdo complexa mostrou-se eficaz
no aumento da estabilidade do 6leo de café verde. Pode-se inferir também que, a
oxidacao das microcapsulas com OCV foi, primordialmente, resultante do material de
nucleo e nado da parede ou de possiveis ions remanescentes o ajuste de pH (durante
O processo coacervagéo), uma vez que oxidagdo das microcapsulas sem OCV foi
significativamente (p<0,05) prolongada por 186,01 h.
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Ma et al., 2019, estudando o efeito das condicbes de processamento na
estabilidade oxidativa de microcapsulas lipidicas durante coacervagdo complexa,
relataram que o material de parede, o pH, a velocidade de agitagdo ou razao
biopolimérica ndo afetam estabilidade oxidativa das microcapsulas. Corroborando,
WOO; KIM; LEE (2019), afirmaram que o indice de estabilidade oxidativa esta
diretamente associado a natureza fisico-quimica do 6leo encapsulado (composigéo
de triacilglicerdis, acidos graxos, grau de instauragdo, presenga de agentes
antioxidantes, metais pré-oxidativos e compostos anfifilicos do 6leo encapsulado).

Comunian et al., 2017, utilizando o mesmo par biopolimérico de GE/GC
para encapsular 6leo de echium e fitoesterol, conseguiram reduzir a oxidagado dos
tratamentos nao reticulados em apenas duas vezes, inferior a este trabalho. Trabalhos
recentes também apresentaram oxidacdo das particulas mais rapida que as
microcapsulas de T625 (DI GIORGIO; SALGADO; MAURI, 2019; MA et al., 2019;
WANG; ADHIKARI; BARROW, 2018).

4.8 Simulagao de liberagao gastrointestinal do cafestol

A digestao gastrointestinal envolve uma série de etapas enzimaticas em
diferentes niveis de pH que podem modificar a estrutura quimica dos materiais
soluveis e insoluveis, acarretando na liberagao do ingrediente encapsulado (AHMAD
et al., 2017). Essas transformagdes tornam a digestdo gastrointestinal simulada um
processo chave na avaliacdo beneficio associado a presenga dos compostos bioativos
e seu potencial de entrega direcionada (CHEW et al., 2015; MONTERO et al., 2016)

O comportamento de liberagao do cafestol esta representado na Figura 22.
Em (1) tem-se o pico do padrao de cafestol (a) e os cromatogramas nos tempos 0 (a),
30 (b), 60 (c), 120 (d) e 180 min apds a digestdo. Em todos tempos analisados, o
diterpeno foi liberado, mostrando facil digestibilidade das microcapsulas, em
consequéncia da quebra da parede biopolimérica e da difusdo de dleo de café verde
para o sistema. Até 60 min (Figura 22— 2), foram detectados os maiores valores de
liberagdo do cafestol, com pico maximo em 30 min (1267,78 ug/mL). Esse valor
correspondia a 61,74% (p/p) do cafestol total liberado. Posteriormente, a concentragéo
entra em declinio, apresentando menor valor em 180 min (1058,99 ug/mL) (55,56%
(p/p)). A liberagao maxima, nos primeiros minutos, ocorreu em virtude da protedlise

da gelatina pela pepsina logo que entrou em contato com os fluidos estomacais. O
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declinio da concentragdo, no decorrer do tempo, é explicado pela degradagédo do
cafestol em outros compostos. Ahmad et al. (2019), estudando a liberagéao
gastrointestinal de nanoparticulas catequina, relataram maior liberagdo em até 30 min,
o que foi chamado de liberagdo imediata, semelhante a deste estudo. Nossos
resultados estdo semelhantes com os achados por Wang; Shi; Han (2018), que
relataram liberagao de 52,18% = 3,82%, decorridos 3 h de digestao intestinal, quando

encapsularam 6leo de semente de poénia (Paeonia sect Moutan DC).

Figura 22 - 1) Cromatogramas com pico de cafestol liberado em 0 (b), 30 (c), 60 (d), 120 (e) e 180 (f)
min apos digestao gastrointestinal (in vitro). Em (a) tem-se o pico do padréo de cafestol. 2) Quantidade
em (g/mL) de cafestol liberado durante 180 min
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Fonte: Elaborado pela autora.

Comunian et al., 2017, analisando a liberagdo do acido sinapico em
microcapsulas de GE/GC, obtiveram taxas maximas de 16% (condi¢gbes gastricas) e
17% (condi¢des intestinais), menores que as obtidas neste trabalho. Em uma
pesquisa recente, Huang; Zhou (2019) relataram liberagdo de 3,66 + 2,32% por

microcapsulas contendo antocianinas apos 2 h de digestéo in vitro, significativamente
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inferior a liberagao de cafestol deste trabalho. Isso mostra que as microcapsulas de
T625 apresentam boa bioacessibilidade de cafestol.

4.9 Caracterizagao do suco de tamarindo

4.9.1 Caracterizagcao morfolégica

Os tratamentos Ts1 (suco de tamarindo sem adigdo de compostos bioativos), Ts2
(suco de tamarindo adicionado dleo de café verde livre, rico em cafestol e caveol) e
Ts3 (suco de tamarindo contendo microcapsulas de OCV (T625)) tém suas
micrografias Opticas mostradas na Figura 23. Em Ts2 é possivel observar que as
goticulas de 6leo de café verde ndo encapsulado s&do maiores quando comparadas as
goticulas encapsuladas (Ts3); isso ocorre devido a instabilidade do sistema
hidrofilico/lipofilico de Ts2, que leva a coalescéncia do OCV.

Figura 23 - Microscopia 6ptica de Ts1 (suco de tamarindo sem adigdo de compostos bioativos), Ts2
(suco de tamarindo adicionado dleo de café verde livre rico em cafestol e caveol) e Ts3 (suco de
tamarindo contendo microcapsulas T625). Setas vermelhas indicam OCV encapsulado e brancas
OCV livre. Micrografias com aumento de 10x e escala de 100 ym

Fonte: Elaborado pela autora.

Em Ts3, as microcapsulas de OCV foram polinucleares e irregulares,

morfologia semelhante a das microcapsulas (T625) logo apés o processo de
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coacervagao complexa. Isso indica que ndo houve mudancas consideraveis na
estrutura das microcapsulas de T625, quando foram aplicadas em suco de tamarindo
(Ts3). Segundo Ma et al., 2019, microcapsulas polinucleares sdo formadas com
concentragdes biopoliméricas de até 3% (p / v) e pH 4,0; perto de condi¢gdes de
produgcao de microcapsulas T625.

Morfologia semelhante a este estudo foi encontrada na pesquisa de
Comunian et al., 2017, quando aplicaram microcapsulas de 6leo de echium, usando
paredes de GE/GA, em iogurte de morango. Outro estudo, usando paredes de GE/GC,
mostra que as microcapsulas preservaram a sua integridade quando foram aplicadas
em iogurte (GOMEZ-ESTACA et al., 2016).

4.9.2 Determinagcao do pH, sélidos soluveis totais, acidez total titulavel

As amostras Ts1, Ts2 e Ts3 apresentaram valores variando de 3,20 + 0,01
a 3,92 +0,09 (pH), 8,53 £0,21a7,13 0, 15 Brix° (SS) e 1,08 £ 0,07 a 0,67 + 0,20%
(TA) durante o armazenamento, por 30 dias sob refrigeragdo. Houve diferengas
significativas (p <0,05) para pH, SST e ATT quando as diferentes amostras foram
comparadas no mesmo intervalo de tempo ou na mesma amostra durante os
diferentes tempos de armazenamento. No entanto, eles ndo influenciaram a qualidade
do produto final. Nao foi possivel estabelecer uma correlagcdo direta entre os
parametros fisico-quimicos (pH, SST e ATT) com a incorporagdo ou nao das
microcapsulas de OCV no suco de tamarindo.

No tempo zero, o pH dos tratamentos diminuiu, embora tenha sido corrigido
para 3,5 durante a produgao de suco. Segundo Liu et al. (2017), a diminui¢do do pH
do suco pode ser atribuida a reacao de Maillard durante a pasteurizacao, pois formam
compostos de menor basicidade a partir de grupos alfa-amino, além de degradarem
compostos carboidratos. Percebe-se que durante o tempo de estocagem o valor de
pH teve uma tendéncia crescente (Figura 24 -a). Comportamento semelhante foi
encontrado em Gonzalez-Monroy et al. (2018) quando analisaram a estabilidade do

suco de tamarindo por 21 dias.
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Figura 24 - Grafico do pH (a), acidez total titulavel — ATT, (b) sdlidos soluveis totais - SST (c) e (d) tabela de valor médio de pH, sélidos soluveis (SS (Brix°)),
acidez titulavel (TA) durante 30 dias de armazenamento (5°C) das amostras Ts1, Ts2 e Ts3.
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Ts1: Controle do suco de tamarindo (sem adigdo de compostos bioativos);
Ts2: Suco de tamarindo adicionado 6leo de café verde livre rico em cafestol e caveol;
Ts3: Suco de tamarindo contendo microcapsulas T625
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Para SST, Ts1 e Ts3 apresentaram médias com valores aproximados,
indicando que a quantidade de microcapsulas incorporadas no suco (0,69%) nao
alterou consideravelmente a SST. Da mesma forma, Marsanasco et al.,, (2011)
aplicaram particulas carregadas de vitamina C ao suco de mandarina e, apés 37 dias,
observaram alteragdes insignificantes no teor de solidos soluveis totais. A Figura 24 —
b, mostra que o teor de SST decresce com o tempo, semelhante ao estudo de
Calabuig-Jiménez et al. (2019) que relatou menor teor de solidos soluveis em suco de
tangor (Citrus sinensis x Citrus reticulata) com microcapsulas, que no suco controle.

Assim como STT, a ATT também caiu o tempo de estocagem (Figura 24 —
c) e a ATT do suco (Ts3) com microcapsulas de OCV apresentou média maior que
Ts1 e Ts2, por 30 dias, mas sem alteracao consideravel. Isso pode estar relacionado
a goma de cajueiro, polimero predominante da parede, ja que possui acido

glucurdnico em sua constituicdo (Comunian et al., 2017).

4.9.3 Cor

Os valores de luminosidade L * do suco de tamarindo variaram de 71,10
1,04 a 61,80 £ 0,91 (Figura 25). Comparando L * entre os tratamentos Ts1 e Ts3, a
cada tempo de analise, caracteristica do suco de tamarindo, n&o foi alterado com a
adicdo de microcapsulas de OCV; exceto em 30 dias, quando Ts3 foi mais claro e
estatisticamente diferente de Ts1. Analisando cada tratamento em funcdo do tempo,
percebe-se que ha diferenga estatistica (p <0,05) durante o armazenamento, porém,
com pequena variagdo das médias. Nao foi possivel estabelecer uma correlagéo
direta entre o parametro L * e a influéncia da incorporacdo de microcapsulas de OCV.

Os valores para o parametro a * ((+) vermelho, (-) verde) ficaram na faixa
de 2,12 + 0,47 a 6,06 £ 0,29 para amostras durante o armazenamento (30 dias). Em
todos os periodos analisados, o Ts3 apresentou valores de a * maiores, quando
comparado ao Ts2 e Ts3, o que pode ser explicado pela adicao de goma de cajueiro,
apresentando tons avermelhados. No entanto, esse aumento na pigmentagao
vermelha n&o foi suficiente para descaracterizar a cor original do suco, o que também
pode ser confirmado pela analise sensorial (item 4.11). As amostras armazenadas
apresentaram diferenga estatistica (p <0,05) ap6s 15 dias; no entanto, a mudanca foi

pequena. Nao foi possivel estabelecer uma relacao direta entre a auséncia e a
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Figura 25 - (a) Fotos do suco de tamarindo e (b) tabela de valor médio de L*, a*, b* das amostras de (a) Ts1, Ts2 e Ts3. (a) e (b) foram avaliados
durante 30 dias de armazenamento (5°C).

Ts1: Controle do suco de tamarindo (sem adigdo de compostos bioativos);

Ts2: Suco de tamarindo adicionado 6leo de café verde livre rico em cafestol e caveol;

Ts3: Suco de tamarindo contendo microcapsulas T625

a) i

Ts1 Ts2 Ts3

Ts1 Ts2 Ts3

Ts1 Ts2 B T1s3 Ts1 Ts2 T3 |
0 dia 7 dias 15 dias 21 dias 30 dias
b) Tempo de armazenamento (5 °C)
Tratamento Analise
0 dia 7 dias 15 dias 21 dias 30 dias

Ts1 65,36 + 0,30=4 67,33 + 2 35348 70,86 + 2 22:= 66,87 + 1,78=+8 65,97 + 1 2428
Ts2 L* 67,32 £ 0,60245 6570+ 1,43*® 71,10 £ 1,042~ 66,22 + 1,78 65.68 + 0,43®
Ts3 66,43 £ 0,7948 65,06 + 1,174 69,15+ 1,55 64,05+ 0,772~¢ 61,80 £ 0,918¢
Ts1 3,72+ 0,304 413+071=~ 3,33 £ 0,49=#8 293+ 05148 212+ 047=2
Ts2 Cor a* 3,62+ 0604 3,97 +1.31=~ 3.25+0,33=~ 417 + 0,59°* 276 + 0,984
Ts3 454 £ 0794 5,80 + 0 47=* 3,91 + 0 66=~ 6,06 + 0,29+ 497 + 1 445~
Ts1 2756 +1,41=4 2756 + 1,414 27,52 + 1,842 2389+ 2114 2564 + 0,624
Ts2 b 2613+ 0,75~ 26,13+ 0,75 27,52+ 272~ 2412 + 0,915 28.23 + 0,89
Ts3 30,37 + 0,89 30,37 + 0,894 30,32 + 0,845 26,8 + 0,944 31.22 + 0,44~

Letras sobrescritas diferentes (maiusculas, em coluna, comparando tratamentos; em minusculas, nas linhas, comparando o tempo de armazenamento),

seguindo as médias indicam diferenca (p <0,05) pelos testes de Anova e Tukey.
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presenca de microcapsulas. Os valores do parametro b * ((+) amarelo, (-) azul)
variaram de 23,85 £ 2,11 a 31,22 + 0,44 para tratamentos armazenados em 30 dias.
Ao longo do tempo de armazenamento, o Ts3 apresentou médias ligeiramente
maiores para b *, quando comparado ao Ts1 e Ts2. Essa diferenca pode estar
associada a adigao de microcapsulas produzidas com gelatina e goma de cajueiro, no
entanto, ndo influenciou a qualidade do suco de tamarindo.

A variacao total da cor (AE) foi calculada comparando o tempo inicial (0
dias) e 30 dias de armazenamento. Os tratamentos Ts1, Ts2 e Ts3 apresentaram AE
de 3,71 + 1,36, 2,78 + 1,08 e 4,85 + 1,80, respectivamente. A incorporagao de
microcapsulas de OCV (Ts3) promoveu uma mudanga de cor durante o
armazenamento, provavelmente devido a presenga de goma de cajueiro e gelatina
como materiais da parede. Entretanto, ndo mostra diferenga (p <0,05) entre as
amostras e a mudanca nao interferiu na aceitagdo do produto, conforme observado

na Segao 4.11.

4.9.4 Reologia

A reologia € uma ferramenta analitica que fornece uma compreensao
ampla sobre a organizagéo estrutural dos alimentos. O suco de tamarindo rico em
fibras é razoavelmente particulado e apresenta decantagao parcial apds alguns dias
de armazenamento. A Tabela 9 mostra que o modelo matematico de Herschel-
Bulckley se ajustou melhor para os dados experimentais das amostras de suco de
tamarindo (Ts1, Ts2 e Ts3) em todos os tempos analisados.

Na Figura 26 - a, a viscosidade aparente dos tratamentos diminuiu com a
taxa de deformacao, apresentando o comportamento pseudoplastico, tipico de sucos,
uma vez que a tensao de cisalhamento quebra fibras e coldides, reorientando-os.

A variacao da viscosidade aparente, quando a taxa de cisalhamento foi de
100 s, foi de 11,7 + 8,4 a 15,2 + 2,6 mPa.s (Figura 26 - b). Nao houve diferenga
significativa (p <0,05) entre as amostras no mesmo tempo ou ao longo do tempo.

Dentre os tratamentos, Ts3 teve o menor valor de viscosidade. Isso pode
ser explicado porque, a goma de cajueiro, material majoritario da parede de T625, n&o
confere viscosidade consideravel em solucdo. Considera-se também que as
microcapsulas promoveram maior homogeneizagao e maior reorganizagao, que nao

ocorreu em Ts1 e Ts2 devido a presenga de microagregados, o que em contato com
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o cilindro, acarretou em maior viscosidade aparente. Assim, a adicdo de
microcapsulas n&o interferiu na viscosidade do suco, ademais promoveu melhor

homogeneidade dos sdlidos dispersos.

Tabela 9 - Coeficiente de determinagao dos sucos Ts1, Ts2 e Ts3 obtidos por ajuste dos dados
experimentais aos modelos reolégicos.

Ts1: Controle do suco de tamarindo (sem adi¢gdo de compostos bioativos);

Ts2: O suco de tamarindo adicionado dleo de café verde livre rico em cafestol e kahweol;

Ts3: suco de tamarindo contendo microcapsulas T625

Ts1 Ts2 Ts3
R%
Ostwald Herschel- Ostwald Herschel- Ostwald Herschel-
Weale Buickley Weale Bulckley Weale Buickley
To 0,9833 % 0,9991 + 0,9771 0,9972 0,9771 0,9990 +
0,0057 0,0050 0,0058 0,0013 0,0073 0,0003
T7 0,9841+ 0,9986 * 0,9833 0,9994 + 0,9717 0,9926 +
0,0033 0,0013 0,0030 0,0003 01260 0,0057
T14 0,9848 + 0,9993 + 0,9838 + 0,9934 + 0,9884 + 0,9982 +
0,0050 0,0003 0,0035 0,0077 0,0061 0,0018
T23 0,9863 0,9971 0,9541 % 0,9659 + 0,9604 + 0,9885 +
0,0038 0,0050 0,0600 0,0662 0,0396 0,0132
T30 0,9809 * 0,9932 + 0,9730 0,9958 * 0,9828 * 0,9989 +
0,0035 0,0067 0,0161 0,0662 0,0031 0,0008

* R2em ftriplicata (média £ desvio) padrdo considerando curvas descendentes.

Na Figura 26 - a, a viscosidade aparente dos tratamentos diminuiu com a
taxa de deformacao, apresentando o comportamento pseudoplastico, tipico de sucos,
uma vez que a tensao de cisalhamento quebra fibras e coldides, reorientando-os.

A variacao da viscosidade aparente, quando a taxa de cisalhamento foi de
100 s, foi de 11,7 £ 8,4 a 15,2 + 2,6 mPa.s (Figura 26 - b). Nao houve diferenga
significativa (p <0,05) entre as amostras no mesmo tempo ou ao longo do tempo.

Dentre os tratamentos, Ts3 teve o menor valor de viscosidade. Isso pode
ser explicado porque, a goma de cajueiro, material majoritario da parede de T625, n&o
confere viscosidade consideravel em solugdo. Considera-se também que as
microcapsulas promoveram maior homogeneizagdo e maior reorganizagao, que nao
ocorreu em Ts1 e Ts2 devido a presenga de microagregados, o que em contato com
o cilindro, acarretou em maior viscosidade aparente. Assim, a adicdo de
microcapsulas n&o interferiu na viscosidade do suco, como pode ser também
confirmado pela analise sensorial da viscosidade, ademais, promoveu melhor

homogeneidade dos sdlidos dispersos.



85

Figura 26 - a) Efeito do tempo de viscosidade aparente (mPa.s) na fungéo de cisalhamento (s™), para os tratamentos de suco de tamarindo Ts1 (a), Ts2 (b) e
Ts3 (c), nos tempos de armazenamento 0 (preto), 7 (vermelho) 15 (azul), 21 (verde escuro) e 30 (verde claro) dias de armazenamento. b) tabela da viscosidade
aparente (mPa.s) durante 30 dias.

Ts1: Controle do suco de tamarindo (sem adigdo de compostos bioativos);

Ts2: Suco de tamarindo adicionado 6leo de café verde livre rico em cafestol e caveol;

Ts3: Suco de tamarindo contendo microcapsulas T625
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b) Tempo de armazenamento (5 °C)
Tratamento Analise

0 dia 7 dias 15 dias 21 dias 30 dias

Ts1 126+1,13 12,6+ 1,34 12,3+ 0,4~ 12,5+ 1,234 152+ 2634
Ts2 Viscosidade (mPa.s) 12,8+ 0,62~ 122+ 053 12,4+ (0,83~ 149+ 0,33 12,1+ 0,638
Ts3 12,2+ 1,427 13,3+ 1,83~ 11,7 £+ 8,434 11,8+ 1,024 12,1+ 0,534

Letras sobrescritas diferentes (mailusculas, em coluna, comparando tratamentos; em minusculas, nas linhas, comparando o tempo de armazenamento)
seguindo as médias indicam diferenca (p <0,05) pelos testes de Anova e Tukey.
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4.10 Liberagao de cafestol a partir de microcapsulas aplicadas em suco

Sabe-se que, para encapsulacdo de bioativo instavel, é ideal que as
microcapsulas nao liberem material quando incorporadas ao alimento nem durante o
armazenamento. Assim, a liberagdo de cafestol, pelas microcapsulas de T625
aplicadas em suco de tamarindo, foi estudada durante 30 dias.

Na Figura 27, o primeiro cromatograma mostra a varredura do padrao
cafestol, no entanto, apenas o ultimo pico detectado é do cafestol, confirmado por

espectrometria de massa.

Figura 27 — Deteccgao por GC de cafestol liberado por microcapsulas aplicadas em suco durante 0 (b),

7 (c), 15 (d), 21 (e) e 30 (f) dias de armazenamento (5°C). Em “a” tem-se o cromatograma do padréo
de cafestol.
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Fonte: Elaborado pela autora.

E possivel observar que, para os tempos analisados (0, 7, 15, 21 e 30
dias); ndo houve deteccdo de cafestol. Isso pode indicar que as microcapsulas de
T625 foram eficazes para promover maior estabilidade do 6leo de café verde no suco
de tamarindo, nédo sendo afetadas pelas propriedades do suco (pH, sdlidos soluveis
totais ou acidez), condicbes do processo de formulagdo (pasteurizagdo) ou
temperatura (5 °C), durante o armazenamento durante 30 dias.

Segundo Yeung et al., 2016, a parede da microcapsula serve como um
microembalagem que protege o bioativo dentro da rede polimérica. Em um estudo

recente, Tan et al. (2018) analisaram os efeitos do armazenamento e estabilidade de
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tocotriendis encapsulados em microcapsulas de quitosana/alginato, incorporados em
iogurte. Utilizando metodologia semelhante a deste estudo, encontraram liberagdo
maxima de até 7,4% de d-tocotrienol durante 30 dias na matriz alimentar. Os autores
relataram que isso ocorreu devido as ligagbes fracas do a-tocotrienol na rede de

quitosana/alginato.

4.11 Avaliagao Sensorial

Os resultados da aceitacdo sensorial de Ts1, Ts2 e Ts3 estdo expressos
na Figura 28. Os atributos sensoriais (impressao global, consisténcia, sabor e cor)
variaram de 5,64 a 6,80, correspondendo a escores aceitaveis (Figura 28 -b).

Para a impressao global, o suco controle (Ts1) apresentou média
estatisticamente diferente (p < 0,05), quando comparado ao suco adicionado com
microcapsulas (Ts3), mas ambos mostraram aceitagcdo sensorial similar -
"ligeiramente gostei" com médias de 6,69 e 6,0, respectivamente. Da mesma forma,
a consisténcia, ainda que diferindo significativamente (p < 0,05), também apresentou
a semelhante aceitabilidade ao comparar Ts1 e Ts3, com médias de 6,80 e 6,21,
respectivamente. Isso mostra que a adicdo de microcapsulas de OCV (0,69% p / v)
usando o par GC/GE (T625) n&o interferiu negativamente na percepgéo sensorial da
consisténcia do suco.

No caso do sabor, o Ts3 apresentou um escore médio de 5,64, indicando
que o consumidor de suco de tamarindo ndo se importou e ficou indiferente a
percepcao do paladar quando a microcapsula foi adicionada no suco.

A cor foi 0 unico atributo sem diferenca significativa nas pontuacées médias
atribuidas aos tratamentos. Assim, a adicdo das microcapsulas nao influenciou a cor
do produto final. O Ts2 apresentou maiores meédias quando comparado ao Ts3 para
todos os atributos sensoriais analisados, pois o Oleo livre aderiu as paredes do
pasteurizador e ao recipiente de armazenamento, o que reduziu a quantidade de OCV
disponivel no suco servido ao provador. Portanto, as microcapsulas de T625 foram
um meio viavel para incorporacéo de 6leo de café verde em suco de tamarindo.

Para melhorar a descricdo das amostras e envolver os provadores em um
processo cognitivo maior, foram feitas perguntas sobre os atributos que
caracterizaram a amostra (CATA) (Figura 28 -a) e as classificagbes quantitativas

dessas caracteristicas (TATA) (Figura 27 -b).
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Figura 28 — (a) Analise dos descritores sensoriais de listagem livre para sucos de tamarindo Ts1, Ts2 e Ts3, distribuidos em duas dimensdes (CATA). (b)
Pontuagdes de impressao geral, consisténcia, sabor e cor (diferentes letras mailusculas diferem estatisticamente ao nivel de 5% pelo teste de Tukey). (c)

Quantificagéo da intensidade dos descritores (RATA).

Ts1: Controle do suco de tamarindo (sem adigdo de compostos bioativos);

Ts2: O suco de tamarindo adicionado 6leo de café verde livre rico em cafestol e caveol;

Ts3: suco de tamarindo contendo microcapsulas T625
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Os atributos mais pontuados em Ts1 foram marrons e muito acidos. O
RATA de Ts1 para o atributo "muito acido" teve uma média de baixa intensidade
(1,38), indicando o significado oposto do descritor sensorial, isso mostra que o suco
controle estava “pouco acido". O tratamento de Ts2 foi relacionada aos atributos sabor
residual, baixo teor de acido e sabor do café.

A Figura 28 -c mostra que o descritor "gosto residual", associado ao
tratamento do suco com dleo livre (Ts2), foi a segunda maior média (2,22) para a
intensidade dos descritores em RATA, ou seja, o OCV livre, mesmo em baixas
concentragdes, deixou sabor residual no suco. A amostra de suco com microcapsula
(Ts3) foi associada apenas ao "sabor do café"; no entanto, o RATA apresentou uma
média de 0,69 para o mesmo atributo, ou seja, mesmo o descritor estando relacionado
ao Ts3, o "sabor do café" foi considerado um atributo fraco, sendo, portanto, um fator

positivo de encapsulacédo do OCV.
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5 CONCLUSAO

O ¢6leo de café verde rico, em cafestol e caveol, obtido por extracdo com
diéxido de carbono supercritico, foi eficientemente encapsulado (85,57 + 2,41 %). As
microparticulas de T625 (com parede de GC/GE, propor¢ao 1:3,5 e 25% (p/p) de dleo
de café verde) foram mais apropriadas para aplicagdo em suco, pois apresentaram
boa dispersividade e resisténcia a temperaturas (100°C/30s), superiores a de
pasteurizacdo. Além disso, a oxidagao do OCV foi retardada por 6h se comparado ao
Oleo livre. A adequabilidade das microcapsulas para aplicacdo em alimentos também
foi confirmada pelo tamanho médio das particulas (14,56 + 0,63 um) e pela liberagao
in vitro (1267,78 ug/mL) durante a digestao gastrointestinal simulada.

Por sua vez, suco de tamarindo, incorporado com (0,69% (p/p)) de
microcapsulas (Ts3), apresentou propriedades fisico-quimicas e sensoriais
semelhantes, quando comparado ao controle (10% de pupa liofilizada, 0,1% de
adocgante e agua). A reologia do suco foi melhorada com a adigdo das microcapsulas,
pois contribuiram para uma melhor homogeneizagcdo dos soélidos dispersos. Além
disso, a nao deteccéo de cafestol livre no suco indicou que n&do houve liberacdo de
OCV pelas microcapsulas, durante o armazenamento do suco por 30 dias.

Este estudo forneceu uma nova e ampla perspectiva da aplicagdo de
microparticulas por coacervacdo complexa em um sistema nao viscoso e fortemente
hidrofilico, mostrando ser um caminho possivel e viavel para a aplicacado do OCV em

Sucos.
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