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APRESENTACAO

O e-book Inovacédo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos — Vol 1, 2 e 3, traz um
olhar integrado da Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. A presente obra é composta
por 86 artigos cientificos que abordam assuntos de extrema importancia relacionados
as inovacoes na area de Ciéncia e Tecnologia de alimentos.

No volume 1 o leitor ira encontrar 28 artigos com assuntos que abordam a
inovacé&o no desenvolvimento de novos produtos como sucos, cerveja, paes, nibs,
doce de leite, produtos desenvolvidos a partir de residuos, entre outros. O volume
2 é composto por 34 artigos desenvolvidos a partir de analises fisico-quimicas,
sensoriais, microbiolégicas de produtos, os quais tratam de diversos temas
importantes para a comunidade cientifica. Ja o volume 3, é composto por 24 artigos
cientificos que expdem temas como biotecnologia, nutricdo e revisdes bibliograficas
sobre toxinfecgdes alimentares, probidticos em produtos carneos, entre outros.

Diante da importancia em discutir as inovagcdes na Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, os artigos relacionados neste e-book (Vol. 1, 2 e 3) visam disseminar o
conhecimento e promover reflexdes sobre os temas. Por fim, desejamos a todos
uma excelente leitura!

Vanessa Bordin Viera
Natiéli Piovesan
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CAPITULO 21

MICROENCAPSULACAO POR LIOFILIZACAO
DE CAROTENOIDES PRODUZIDOS POR Phaffia
rhodozyma UTILIZANDO GOMA XANTANA COMO

Michelle Barboza Nogueira
Universidade Federal do Rio Grande, Escola de
Quimica e Alimentos.

Rio Grande, RS.
Janaina Fernandes de Medeiros Burkert

Universidade Federal do Rio Grande, Escola de
Quimica e Alimentos.

Rio Grande, RS.

RESUMO: Carotenoides sao pigmentos que
apresentam instabilidade a luz, temperatura
elevada e presenca de oxigénio, sendo a
microencapsulacdo uma alternativa para
aumentar sua estabilidade e possibilitar
sua aplicagdo em alimentos. Este estudo
objetivou produzir carotenoides através de
cultivos de Phaffia rhodozyma, e promover
sua microencapsulacdo pela técnica de
liofilizacdo utilizando goma xantana como
material de parede. Observou-se um elevado
rendimento de processo (>94%) e eficiéncia
de encapsulacéo (>88%) para as propor¢cdes
estudadas, ocorrendo a formagao de uma unica
matriz contendo os pigmentos dispersos, sem
a separacdo das particulas. A encapsulagao
dos compostos de interesse foi confirmada por
calorimetria diferencial de varredura, porém a
goma xantana ndo é um material indicado para
obter microparticulas pela técnica de liofizacao.
PALAVRAS-CHAVE: bioprodutos; pigmentos;

Inovacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos

AGENTE ENCAPSULANTE

cultivos microbianos; microcapsulas.

MICROENCAPSULATION BY
LYOPHILIZATION OF CAROTENOIDS
PRODUCED BY Phaffia rhodozyma WITH
XANTAN GUM AS THE ENCAPSULATING
AGENT

ABSTRACT: Carotenoids are pigments that
have instability to light, high temperature and
presence of oxygen ,
is an alternative to increase its stability and

microencapsulation

allow its application in food. This study aimed
to produce carotenoids by Phaffia rhodozyma
crops, and promote their Microencapsulation
by lyophilization technique using xanthan gum
as wall material. There was a process of high
yield ( > 94 %) and encapsulation efficiency (>
88%) for the proportions studied , occurring only
the formation of a matrix containing pigments
dispersed without separation of the particles.
Encapsulation of the compounds of interest
was not confirmed by differential scanning
calorimetry, but the xanthan gum is not a
material suitable for obtaining microparticles by
lyophilization technique.

KEYWORDS: bioproducts; pigments; microbial
cultures; microcapsules.
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11 INTRODUCAO

Os carotenoides s&o hidrocarbonetos lipossoluveis pertencentes ao grupo dos
terpenos sintetizados pela rota metabdlica dos isoprenoides, contendo 40 carbonos
unidos por unidades opostas no centro da molécula, com ligagdes duplas conjugadas
que permitem a absorcdo de luz na regidao do visivel, conferindo coloragcées que
variam do amarelo ao vermelho (VALDUGA, et al., 2009a; MATA-GOMES et al.,
2014).

Estes pigmentos sdo amplamente utilizados para a aplicagao em alimentos,
porém, em escala industrial, a maior parte de sua producdo ocorre através de
processos quimicos que propiciam a sintese os compostos (VALDUGA, et al., 2009b),
haja vista que algumas fontes naturais dependem de sazonalidade, custos elevados
ou grande espaco fisico para sua obtencéo. Apesar disso, a busca dos consumidores
por produtos que contenham menor quantidade de aditivos quimicos desperta o
interesse por fontes naturais de carotenoides, como é o caso da bioproducéao destes
compostos por cultivos microbianos (VALDUGA et al.,, 2009a; VALDUGA et al.,
2009b).

A levedura Phaffia rhodozyma € um micro-organismo carotenogénico que
oferece vantagens frente a outras fontes microbianas e naturais, visto que existe
a disponibilidade de cultivo ao longo do ano, permite a utilizagado de fontes simples
de carbono e nitrogénio em seus meios de cultivo, acarretando em baixo custo de
producéo (VALDUGA et al, 2009b; CIPOLATTI et al, 2015), além de ser classificada
como GRAS (Generally Recognized as Safe) (MICHELON et al, 2012).

O grande empasse relacionado a aplicacdo de carotenoides em alimentos,
envolve a dificuldade da manutencdo de suas caracteristicas em funcdo de sua
baixa estabilidade a fatores intrinsecos de alguns produtos, bem como condicbes
de processamento e estocagem, sendo sensiveis a luz, altas temperaturas e
suscetiveis a oxidacdo (BAGETTI, 2009). Tecnologias como a microencapsulacao
visam proteger esses compostos dentro de particulas micrométricas, e representam
uma alternativa para aumentar sua estabilidade, ampliando as possibilidades de
aplicacéao em alimentos (FAVARO-TRINTADE, et al., 2008).

Diante disso, este estudo objetiva promover a encapsulagao de carotenoides
produzidos pela levedura P. rhodozyma, pelo método de liofilizacao utilizando goma
xantana como agente encapsulante, visando sua aplicacédo em alimentos.

2| MATERIAL E METODOS

2.1 Micro-organismo e preparo do inoculo

A levedura Phaffia rhodozyma NRRL-Y 17268, proveniente do Laboratério
de Pesquisa da Regidao Norte (Peoria, USA) e certificada como GRAS (Generally
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Recognized as Safe) foi utilizada neste estudo. O micro-organismo foi mantido em
agar inclinado em meio extrato de malte e levedura (YM) com (g.L"): 3 de extrato de
levedura, 3 de extrato de malte, 5 de peptona, 10 de glicose, adicionados de 0,2 g.L"
de KNO, a 4°C (PARAJO, SANTOS & VAZQUEZ, 1998).

Para a reativagao, a partir das culturas estoques foram realizados repiques para
tubos de ensaio com 0 mesmo meio e incubados por 48h a 25°C. Apoés foi realizada
uma ressuspensao celular em 1 mL de agua peptonada (0,1%) e adicionada em 9
mL de meio YM, sendo incubados nas mesmas condigdes descritas anteriormente.

2.2 Producao dos carotenoides

O inoculo utilizado na producéo dos pigmentos foi realizado em erlenmeyers
de 500 mL contendo 90 mL do caldo YM, e adicionado de 10 mL do cultivo oriundo
da reativacao, sendo incubado a 25°C, 150 rpm por 48 h ou tempo necessario para
atingir 1x108 cél.mL"", contadas através de camara de Neubauer (RIOS et al., 2015).

A bioproducéo de carotenoides foi realizada em erlenmeyers de 500 mL com
153 mL do meio de producédo YM a pH inicial de 6,0, acrescidos de 10% de inéculo
(108 cél.mL"), sendo as condicbes operacionais do processo 25°C, 180 rpm por
168 h (RIOS et al., 2015). As biomassas obtidas foram secas em estufa a 35°C
por 24 h, ap6s, foram maceradas em gral e pistilo e os tamanhos das particulas
foram padronizados através de peneira de Tyler 115, onde cada tamanho de fracao
passante corresponde a > 125 ym (CIPOLATTI, 2012).

2.3 Extracao e recuperacao dos carotenoides

A ruptura celular foi realizada pelo método de ondas ultrassénicas, utilizando
0,1 g de biomassa seca (48h a 35°C), adicionando-se 6 mL de acetona para facilitar
a extracdo dos carotenoides, através da aplicacao de 4 ciclos ultrassénicos de 40
kHz por 10 min, sendo a agua do banho trocada a cada ciclo, segundo o método
adaptado de Medeiros e colaboradores (2008).

Cada amostra foi centrifugada a 1745xg por 10 min, o solvente foi separado
e o procedimento de ruptura foi repetido até o branqueamento total da célula. Nas
fases solventes, obtidas da centrifugacéo, foram adicionados 10 mL de solug¢édo de
NaCl 20% (p/v) e 10 mL de éter de petrdleo. Apbs agitacdo e separagao de fases
0 excesso de agua foi retirado com sulfato de sédio (Na,SO,), dando origem aos
extratos carotenogénicos (BONFIM, 1999).

Para a obtencdo do volume total dos extratos carotenogénicos a serem
encapsulados foram realizadas 5 extracdes para cada tratamento.

2.4 Microencapsulacao dos carotenoides e caracterizacao das microcapsulas

A microencapsulacao dos carotenoides foi realizada pelo método de liofilizagao,
utilizando goma xantana como material de revestimento, segundo Pralhad &
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Rajendrakumar (2004) e Laine et al. (2008). Para a elaboracdo das particulas foi
realizada a rotaevaporacgao do solvente dos extratos carotenogénicos a 35°C, seguida
da dissolugao em solucé&o aquosa contendo o material de parede, nas propor¢oes 1:1
e 1:2 (carotenoides:material de parede) em relacdo ao teor de sélidos. A mistura foi
agitada por 3 h, sendo posteriormente submetida ao congelamento a -80°C, seguido
pelo processo de liofilizagc&o.

A verificagdo da formacéo das microcapsulas, bem como a analise morfologica
e o tamanho das particulas formadas foram observados através de microscopia
eletrénica de varredura (MEV) de acordo com Castro (2002).

A eficiéncia de encapsulacao dos carotenoides foi realizada segundo o método
espectrofotométrico descrito por Sutter, et al. (2007), baseado na estimativa dos
carotenoides totais presentes dentro e fora das particulas.

Para realizar a quantificacdo dos carotenoides presentes na superficie das
particulas, 0,1 g de amostra e 5 mL de hexano foram misturados e levados a um
agitador vortex por 10 s, seguidos de centrifugacao a 3420xg por 10 min, recolhendo
0 sobrenadante. Para a quantificacdo do total de carotenoides presentes dentro e
fora das microparticulas, foi realizada a dispersédo das microparticulas em 5 mL de
hexano, agitou-se vigorosamente para a remocéao do total de carotenoides, filtrou-se
com algodao para um baldo de 10 mL e lavou-se o residuo com hexano. Ambas as
fracOes recolhidas foram avaliadas espectrofotometricamente em 470 nm quanto ao
teor total de carotenoides.

Os resultados foram expressos em percentual de carotenoides encapsulados
através da equacao 1.

%EE = Total de Carotenoides — Carotenoides da Superficie x 100
Total de Carotenoides (1)

O rendimento do processo de encapsulagao foi calculado com base na massa
dos solidos iniciais e finais, seguido de sua conversdo em percentual. A confirmacao
da encapsulacéo foi realizada através da analise de calorimetria diferencial de
varredura (DSC) de acordo com Rutz (2013) utilizando uma taxa de 10°C min' entre
25 e 280°C, com fluxo de nitrogénio de 40 mL min™'.

Os experimentos foram realizados em ftriplicata e os resultados avaliados
estatisticamente através da analise de variancia, e quando detectadas diferencas ao
nivel de significancia 5% (p<0,05), foram seguidos por teste T.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta os resultados do rendimento da microencapsulacéao a
partir do processo de liofilizagédo utilizando goma xantana como agente encapsulante.
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Observa-se que as perdas dos compostos de interesse decorrentes do processo
de encapsulagdo sao muito pequenas, haja vista que o rendimento do processo,
baseado na massa de sélidos para ambas as propor¢des testadas, foram superiores
a 94%. Valores elevados também foram obtidos quando relacionados a eficiéncia
de encapsulacédo, podendo-se inferir que o material de parede apresenta grande
capacidade de aprisionamento dos compostos de interesse, uma vez que em torno
de 90% dos carotenoides submetidos ao processo encontraram-se na parte interna
das microcapsulas formadas.

Nao foi verificada diferenca significativa (p>0,05) entre as propor¢des testadas
do agente encapsulante, sugerindo que, visando minimizar custos, nao existe a
necessidade de adicionar uma proporcao superior de material de cobertura em
relacéo aos pigmentos a serem aprisionados.

Visualmente, para ambas as condi¢cdes testadas, a goma xantana propiciou a
preservacao da coloracao alaranjada intensa dos carotenoides.

Rendimento de obtencdao  Eficiéncia de Encapsulacao
Agente encapsulante

das microcapsulas (%) (%)
Goma Xantana (1:1) 96,22 88,89 +2,13 a
Goma Xantana (1:2) 94,86 91,67 +0,85 a

Tabela 1- Eficiéncia da encapsulagcéo pelo método de liofilizacéo.
*Letras minusculas diferentes na coluna indicam diferenca significativa pelo Teste de T (p<0,05).

Através das micrografias eletrénicas de varredura (MEV) na Figura 1 pode
ser observado que o agente encapsulante, independente da propor¢cao em que foi
testado, aprisionou os carotenoides formando uma unica matriz. Em funcéo de tal
caracteristica, néao foi possivel calcular os tamanhos médios de particulas obtidos.
Segundo Rutz (2013) as caracteristicas do material de revestimento utilizado,
bem como as condi¢des de processos, sao determinantes nas caracteristicas das
particulas obtidas.
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Figura 1- Micrografias de MEV das microcapsulas de carotenoides utilizando proteina de
soja, em diferentes propor¢des, como agente encapsulante: a (x 5000)- goma xantana 1:1; b (x
5000)- goma xantana 1:2.

As caracteristicas obtidas neste estudo também foram observadas por
Sousdaleff e colaboradores (2013), Zuanon, Malacrida e Telis (2013) e Rutz e
colaboradores (2016) em suas pesquisas, ao utilizarem o método de liofilizagao para
o encapsulamento de diferentes compostos, dependendo do material de parede
utilizado, indicando que, embora o método de liofilizacao seja comumente utilizado
para a obtencédo de microcapsulas, nem sempre mostra-se adequado uma vez que
objetive a formacao de microparticulas esféricas bem definidas e separadas.

Os eventos endotérmicos e exotérmicos apresentados nos termogramas de
DSC (Figura 2) encontram-se representados através de curvas para baixo e de
curvas para cima, respectivamente.
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Figura 2- Termogramas de DSC das microcapsulas de carotenoides utilizando proteina de soja
como material de cobertura em diferentes proporcdes: a- goma xantana 1:1, b- goma xantana
1:2.

O extrato carotenogénico livre é caracterizado pela apresentagcdo um evento
endotérmico ao atingir 59°C, enquanto que a goma xantana apresenta um unico
evento endotérmico a 156°C. Apds o0 processo de encapsulamento dos compostos
de interesse nota-se um unico evento endotérmico, sendo em torno de 110°C para a
proporcéo 1:1 e de 146°C para a proporgao 1:2, assemelhando-se ao comportamento
do material de parede.

Além disso, os termogramas demonstram a auséncia de evento endotérmico
a temperaturas proximas de 59° C, caracteristico do extrato carotenogénico livre,
sugerindo que os compostos de interesse foram protegidos, e consequentemente, a
afirmando a ocorréncia da encapsulacéao.

41 CONCLUSAO

Promoveu-se o aprisionamento dos carotenoides produzidos pela levedura
P. rhodozyma utilizando goma xantana como agente encapsulante pela técnica de
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liofilizac&o, obtendo-se elevado rendimento de processo e eficiéncia de encapsulagao.
Desta maneira, grande parte dos carotenoides microbianos foram encapsulados,
proporcionando o aumento de sua estabilidade e, consequentemente, ampliando
as possibilidades de sua aplicacao em alimentos. Apesar disso, foi observada a
formacao de uma Unica matriz contendo os compostos de interesse dispersos em
seu interior, indicando que apesar de os carotenoides estarem protegidos, a goma
xantana n&o é um material de cobertura indicado para obter particulas em escala
micrométrica, bem definidas e separadas pelo método de liofilizacao.
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