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APRESENTACAO

O e-book Avancos e Desafios da Nutricdo no Brasil 4, traz um olhar multidisciplinar
e integrado da nutricdo com a Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. A presente obra é
composta de 66 artigos cientificos que abordam assuntos de extrema importancia
relacionados a nutricdo e a tecnologia de alimentos. O leitor ird encontrar assuntos
que abordam temas como as boas praticas de manipulagcdo e condi¢cdes higiénico-
sanitaria e qualidade de alimentos; avaliagcbes fisico-quimicas e sensoriais de
alimentos; rotulagem de alimentos, determinacao e caracterizacdo de compostos
bioativos; atividade antioxidante, antimicrobiana e antifungica; desenvolvimento de
novos produtos alimenticios; insetos comestiveis; corantes naturais; tratamento de
residuos, entre outros.

O e-book também apresenta artigos que abrangem analises de documentos
como patentes, avaliagao e orientacéo de boas praticas de manipulagéo de alimentos,
habitos de consumo de frutos, consumo de alimentos do tipo lanches rapidos, programa
de aquisicao de alimentos e programa de capacitacdo em boas praticas no ambito
escolar.

Levando-se em consideracdao a importancia de discutir a nutricdo aliada a
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, os artigos deste e-book, visam promover reflexdes
e aprofundar conhecimentos acerca dos temas apresentados. Por fim, desejamos a
todos uma excelente leitura!

Natiéli Piovesan e Vanessa Bordin Viera
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CAPITULO 26

PRODUCAO E CARACTERIZACAO DE
MICROPARTICULAS DE Spirulina

Cintia Guarienti
Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e
Tecnologia Farroupilha, Tecnologia em Alimentos

Santo Augusto — RS
Leticia Eduarda Bender

Universidade de Passo Fundo, Engenharia de
Alimentos

Passo Fundo — RS
Telma Elita Bertolin

Universidade de Passo Fundo, Ciéncia e
Tecnologia dos Alimentos

Passo Fundo - RS
Neila Silvia Pereira dos Santos Richards

Universidade Federal de Santa Maria, Ciéncia e
Tecnologia dos Alimentos

Santa Maria - RS

RESUMO: O trabalho objetivou determinar
a eficiéncia de encapsulagdo, a composicao
proximal, avaliar o perfil de liberacdo e o
comportamento térmico de microparticulas de
Spirulina produzidas pela técnica de gelificacéo
ibnica. Foram produzidas microparticulas de
Spirulina através da técnica de gelificacéo ibnica
com alginato de sodio e cloreto de calcio, e foram
determinadas a eficiéncia de encapsulagéo, a
composicao proximal da microparticula e da
Spirulina, o perfil de liberagcdo de ficocianina
da microparticula em meio acido e basico e a
atividade antioxidante em temperaturas de 50,
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100e 120°C. Aeficiénciade encapsulagcao obtida
de 91,7 £ 0,25 %. A microparticula manteve sua
estrutura integra em pH acido (1,2) retendo a
ficocianina em seu interior, € em meio basico
(pH 7,4) houve rompimento da microparticula
e liberacdo do material encapsulado. A
temperatura de 50°C, por 60 minutos, ndo afetou
a atividade antioxidante da Spirulina, enquanto
em temperatura de 120°C a atividade foi
reduzida significativamente. As microparticulas
apresentaram maior estabilidade térmica a
100°C, mantendo a atividade antioxidante,
enquanto a Spirulina livre reduziu atividade
de forma significativa. A microencapsulacao
de Spirulina pela técnica de gelificacdo i6nica
mostra-se como uma alternativa viavel para a
incorporagdo da mesma em diferentes matrizes
alimentares.

PALAVRAS-CHAVE: Spirulina; microparticulas;
antioxidante.

ABSTRACT: The objective of this work was to
determine encapsulation efficiency, proximal
composition, and to evaluate the release profile
and thermal behavior of Spirulina microparticles
produced by the ionic gelation technique.
Spirulina microparticles were produced by the
ionic gelation technique with sodium alginate
and calcium chloride, and encapsulation
efficiency, microparticle and Spirulina proximal

composition, the phycocyanin release profile of
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the microparticle in acidic and basic medium and the antioxidant activity at temperatures
of 50, 100 and 120 °C were determined. The encapsulation efficiency obtained was
91.7 + 0.25%. The microparticle maintained its entire structure at acidic pH (1.2)
retaining the phycocyanin inside, and in basic media (pH 7.4) there was a rupture of
the microparticle and release of the encapsulated material. The temperature of 50 °C
for 60 minutes did not affect the antioxidant activity of Spirulina, while at 120 ° C the
activity was significantly reduced. The microparticles presented higher thermal stability
at 100°C, maintaining the antioxidant activity, while free Spirulina reduced activity
significantly. The microencapsulation of Spirulina by the ionic gelation technique is
shown as a viable alternative for the incorporation in different food matrices.
KEYWORDS: Spirulina; microparticles; antioxidant.

11 INTRODUCAO

A industria de alimentos tem sido constantemente desafiada a ofertar diferentes
produtos pra atender aos atributos desejados pelo consumidor, incluindo a praticidade
no consumo, a atratividade sensorial e a saudabilidade. O desenvolvimento de alimentos
com ingredientes bioativos que trazem, além do aporte nutricional, beneficios a saude
e ao bem-estar, € um nicho de mercado que esta em constante expanséo e que pode
ser direcionado de acordo com as necessidades do publico consumidor.

Um dos maiores desafios da industria é assegurar que os ingredientes funcionais
permanecam ativos e biodisponiveis depois do processamento, do armazenamento,
do preparo e da ingestdo do alimento (CROZIER; JAGANATH; CLIFFORD, 2009).
Esta busca pela manutencdo das caracteristicas e da biodisponibilidade desejadas,
bem como, a inten¢do de inserir compostos bioativos em outras matrizes alimenticias,
despertou o interesse pelas técnicas de microencapsulacéo.

A industria de alimentos é considerada a segunda principal forca motriz do
progresso da microencapsulagao, tendo como principal motivagao as exigéncias dos
consumidores sobre os requisitos dos produtos (PAULO; SANTOS, 2017). Dentre
0s objetivos da utilizacdo dessa técnica destacam-se a protecdo dos produtos e
compostos de condigdes ambientais adversas (do produto, do processo ou do
organismo), prolongamento da vida util, atenuacéo de sabores e odores desagradaveis
e entrega controlada ou dirigida apds a ingestdao (DOHERTY et al., 2011; SILVA et al.,
2013). A liberacdo pode ser adaptada de acordo com a aplicacdo final do produto
microencapsulado e pode ocorrer através de diferentes mecanismos, por exemplo,
acao mecanica, gradientes de calor, difusdao, modificacao de pH, biodegradacéao e
dissolucdo (DIAS; FERREIRA; BARREIRO, 2015).

A técnica de microencapsulacéo por gelificagcao ibnica € a mais comumente
utilizada para proteger materiais sensiveis as condicdes ambientais e para extender
a vida util de compostos bioativos (PAN-UTAI; IAMTHAM, 2018). As particulas séao
fomadas através de uma Unica etapa, por um mecanismo simples, que envolve,
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pelo menos, um polimero e um agente de complexagcdo (CAETANO; ALMEIDA;
GONCALVES, 2016). O processo consiste em adicionar o polimero formador de
gel no agente reticulante sob agitacdo e nédo requer o uso de solventes ou altas
temperaturas (COMUNIAN et al., 2017). Abase do processo é a reticulacédo de cadeias
polieletroliticas, geralmente alginato, na presenca de cations divalentes (VASILE;
JUDISA; MAZZOBRE, 2018), ocorrendo com mais facilidade quando os cations sao
Ca++ ou Mg++ (COMUNIAN; FAVARO-TRINDADE, 2016). O uso de ions calcio, além
de produzir melhores resultados, também € interessante devido a aceitabilidade pelo
organismo humano, pelo fato de ser o principal componente do sistema esquelético e
por atuar na regulacao de diversos processos fisioldgicos (AGUERO et al., 2017).

A Spirulina € uma microalga que apresenta destacada importancia nutricional
devido a variedade de macro e micronutrientes que contém (HOISEINI et al., 2013),
além de possuir evidenciado potencial antioxidante (HERNANDEZ-LEPE et al., 2015).
No Brasil, a Spirulina é reconhecida como ingrediente pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Esse material possui limitantes na incorporacdo em
alimentos, principalmente por atributos sensoriais caracteristicos e pela instabilidade a
altas temperaturas, sobretudo da ficocianina, que é o principal componente antioxidante
presente na microalga.

O objetivo desse estudo foi determinar a composicéo proximal, avaliar o perfil de
liberacdo e o comportamento térmico de microparticulas de Spirulina produzidas pela
técnica de gelificacdo idnica.

2| MATERIAL E METODOS

2.1 Microencapsulacao

A Spirulina utilizada nesse estudo foi a LEB-18 adiquirida do Laboratério de
Engenharia Bioquimica (LEB) da Universidade Federal do Rio Grande (FURG) na forma
de pellet. A amostra seca foi moida utilizando moinho de facas e para padronizacéo da
granulometria foi utilizada peneira de 40 mesh. Para realizar a microencapsulagao foi
utilizado o método de gelificagao idnica por extrusdo seguindo os principios descritos
por Yan et al. (2014) com modifica¢des. Foi utilizado alginato de s6dio como matriz de
encapsulacéo (1 %) e cloreto de célcio como agente de reticulacdo (2%). A Spirulina
foi misturada ao material encapsulante na proporgcéo de 4:1, e a mistura foi submetida
ao processo de extrusdo (aspersao) utilizando um bico atomizador com abertura de
0,7 mm de didametro. O material foi aspergido na solucao reticulante, sob agitacao
magnética constante, e permaneceu nessa condi¢ao por 30 minutos. As microparticulas
foram lavadas com agua destilada por 3 vezes para remocéao de residuos da solugao
de cloreto de calcio e coletadas através de filtracdo. Foram acondicionadas a - 80°C
em ultrafreezer (24 h) e em seguida liofilizadas a - 40°C.
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2.2 Eficiéncia De Encapsulacao

A eficiéncia de encapsulacao foi calculada através da quantificagéo da ficocianina,
utilizando a equacéo de Bennett e Bogoard (1973) (Equacgédo 1). A quantificacéo de
ficocianina foi escolhida como parametro, em funcao de ser o principal componente
antioxidante da Spirulina e a coloragao azulada caracteristica deste componente pode
ser observada na solugao residual de cloreto ao final do processo. Por se tratar de
um componente hidrossoluvel, a ficocianina pode ser solubilizada e liberada antes de
ter ocorrido a completa coagulacéo/gelificacédo através do contato com a solugcéo de
calcio.

A615 — 0,474 x A652
5,34 1)

PC (mg.mL—1) =

Sendo:

PC = Concentracéo de ficocianina;

A615 = absorbancia da amostra a 615 nm;
A652 = absorbancia da amostra a 652 nm.

O calculo da eficiéncia de encapsulacéo consistiu na relagdo entre o valor
adicionado no inicio do processo e o valor de material ndo encapsulado de acordo
com a Equacéo 2.

(mi—mr)

EE(%) = ——— x 100

(2)

Sendo:

mi = valor inicial de material adicionado antes do processo de encapsulacao; mr
= valor de material ndo encapsulado (residual).

2.3 Composicao Proximal

A Spirulina e as microparticulas foram caracterizadas através da determinacéo
de umidade, lipidios, proteina e cinzas propostas pelo IAL (2008) e o calculo de
carboidratos foi realizado por diferenca. A umidade foi determinada em estufa a
temperatura de 105 °C. O teor de minerais foi realizado em mufla a 550 °C. O contetdo
de lipidios foi quantificado através extrator de Soxhlet, utilizando hexano como solvente
durante 4 horas de refluxo, sendo os resultados calculados por diferenga gravimétrica.
A quantificacéo de proteinas foi realizada pelo método de Kjedhal. Todos os ensaios
foram realizados em triplicata.

2.4 Perfil De Liberacao

A avaliagdo da liberagdo da Spirulina presente nas microcapsulas foi realizada
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em solucéo 4cida (pH 1,2) e em solugao alcalina (pH 7,4), utilizando temperatura de 37
° C e agitacao de 150 rpm (CRUZ, 2004). Os meios &cido e alcalino foram compostos
por solucédo de acido cloridrico com ajuste do pH para 1,2 e tampéo fosfato de sddio
com pH de 7,4, respectivamente. O ajuste de pH foi realizado com solu¢des de NaOH
e HCI. Foi realizado o acompanhamento da liberacéao ao longo do tempo, a cada 60
minutos, por um periodo de 2 horas em meio &cido e ap6s 2 horas em meio alcalino. O
perfil de liberacao foi avaliado pela disponibilizagdo da ficocianina no meio de acordo
com a Equacéo de Bennett e Bogoard (1973) (Equacao 1) e expresso em porcentagem
de liberacéo ao longo do tempo.

2.5 Comportamento Térmico

A Spirulina livre e encapsulada foi submetida a temperatura de 50, 100 e 120°C
por 60 minutos em estufa. Foi avaliada a atividade antioxidante pelo método de ABTS
no tempo inicial e apés o tempo de aquecimento. O método de ABTS seguiu o protocolo
basico de Re et al. (1999) com algumas adaptacdes. Foram introduzidos 20 pL de
amostra e 980 L de solucdo etandlica de ABTS. As amostras foram previamente
submetidas a agitacdo em vortex por 1 minuto em solucao de citrato de sodio 2% para
promover o rompimento das capsulas e quantificar a atividade. Os resultados foram
calculados em mmol de Trolox.g Spirulina’ de acordo com curva padrao previamente
construida.

2.6 Analise Estatistica

Os resultados foram submetidos a comparacao de médias pelo teste t de Student,
utilizando nivel de significancia de 5 %.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Eficiéncia De Encapsulacao

A eficiéncia de encapsulacéo foi de 91,7 + 0,25 %, considerada satisfatéria, pois
permitiu a formagcédo de microparticulas com aproximadamente 70 % de Spirulina. A
eficiéncia de encapsulagéo obtida foi elevada mesmo utilizando maior quantidade de
Spirulina que de encapsulante, tornando o material encapsulado predominante na
microparticula formada. Isso possibilita a incorporagédo desse material em diferentes
produtos sem a necessidade de utilizar quantidades muito superiores do que seria
acrescido na forma livre. De acordo com Comunian e Favaro-Trindade (2016), menores
quantidades de microcapsulas adicionadas nas formulagdes dificultam a percepcao
destas pelo consumidor, favorecendo a manutencéo de caracteristicas sensoriais do
produto, como textura e sabor.
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3.2 Caracterizacao Fisico-Quimica

A Spirulina, encapsulada ou nao, foi caracterizada de acordo com a composi¢céao
proximal apresentada na Tabela 1. Os valores estdo apresentados como média =+
desvio padréo, em base seca. Os teores de umidade encontrados nos materiais foram
de 12,32 +0,15 % € 9,96 + 0,06 %, para Spirulinalivre e encapsulada, respectivamente.

Composicéao (%)

Spirulina Spirulina Encapsulada
Proteinas 61,0 £ 0,482 41,0 £0,26°
Lipidios 1,6 £ 0,642 2,2 +£0,282
Minerais 10,8 £0,10° 15,2 £ 0,242
Carboidratos 26,6 +0,92° 41,6 + 0,082

Tabela 1 Caracterizacao fisico-quimica das microscapsulas

* Letras diferentes na mesma linha representam diferenca significativa (p < 0,05)

A diferenga nos teores dos componentes das amostras é explicada pela mistura
de material encapsulante e de Spirulina que foram utilizados na preparacdo das
microparticulas. O teor de proteina diminuiu no material encapsulado em relagdo ao
material livre, pois na microparticula tem-se cerca de 30 % menos microalga, que €
a fonte proteica do material. Obteve-se aumento na porcentagem de minerais nas
microparticulas devido a presenca de sais no processo de encapsulagdo: o sodio
presente no alginato e o calcio utilizado na reticulacdo. O teor de carboidratos também
aumentou em relacdo ao material livre, pois o alginato é um polissacarideo.

3.3 Perfil De Liberacao

A Figura 1 apresenta o perfil de liberagéo de ficocianina do material encapsulado.
Nos primeiros 120 minutos, quando o material foi submetido a imersédo em solucéo
acida, a liberacéo foi limitada (< 1,5 %). O contato do material com a solucéo alcalina
promoveu um aumento crescente e gradual, entre 120 e 180 minutos. Apbs esse
periodo o patamar de liberagéo foi alcancado (cerca de 85 %). O perfil de liberagéo
obtido é caracteristico do material de parede utilizado, pois os grupos carboxilicos
do alginato formam estruturas insoluveis em pH < 3,4 pois estdo na forma nao
ionizada, enquanto em pH proximo a 7,4, ocorre a ionizacéo e a repulsao eletrostatica
entre as cargas negativas, que pode causar expansdo da cadeia de alginato e,
consequentemente, liberacdo do material encapsulado (AGUERO et al., 2017). Dessa
forma, as microparticulas resistem ao pH estomacal e séo liberadas em condi¢bes de
pH intestinal, o que pode representa uma vantagem do ponto de vista da manutencéo
da atividade biolégica dos componentes pois 0 pH acido e a transicédo de pH acido
para basico podem promover alteragbes estruturais e funcionais nos componentes
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Figura 1: Perfil de Liberacao das Microparticulas de Spirulina

3.4 Estabilidade Térmica

As Figuras 2 e 3 apresentam a atividade antioxidante da Spirulina livre e
microencapsulada, respectivamente, quando submetidas as temperaturas de 50,
100 e 120°C por 60 minutos. Apbés o periodo de aquecimento a 50°C verificou-se
gue a atividade antioxidante das amostras néo sofreu alteracdo. Quando foi utilizada
a temperatura de 120°C, ambas as amostras apresentaram perda significativa de
atividade antioxidante, demonstrando sua instabilidade térmica. Ja na temperatura
de 100°C ocorreu reducéao significativa na atividade antioxidante da Spirulina livre,
porém no material encapsulado a atividade foi mantida, o que remete a protecao dos
compostos quando submetidos ao processo de microencapsulacao.
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Figura 2: Estabilidade Térmica da Spirulina
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Figura 3: Estabilidade térmica da Spirulina Encapsulada

41 CONCLUSOES

A microencapsulacao de Spirulina pela técnica de gelificacéo ibnica mostra-se
como uma alternativa viavel para a incorporacdo da mesma em diferentes matrizes
alimentares. As microparticulas mantém sua integridade estrutural e promovem a
retencdo do material em meio acido, enquanto em meio basico ocorre liberacdo do
mesmo. A microparticula permite que a Spirulina seja submetida a aquecimento de até
100 °C por 60 minutos sem perda de sua atividade antioxidante.
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