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Resumo

A microencapsula¢do ¢ uma técnica muito utilizada pelas industrias de alimentos para a
conservagdo e protecdo das propriedades naturais do material encapsulado. As proteinas
vegetais tém sido cada vez mais aplicadas como material de parede para a protegdo de
compostos com propriedades bioativas, em substitui¢do parcial aos carboidratos e as proteinas
do soro de leite. A castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa) ¢ uma semente que possui cerca
de 60% de lipideos que sdo majoritariamente constituidos por acidos graxos insaturados,
principalmente pelos acidos oleico e linoleico. Esses acidos estdo relacionados com a
diminui¢do da incidéncia de doengas cardiovasculares. Com intuito de criar um método para a
conservagdo das propriedades naturais do oOleo de castanha-do-Brasil, o mesmo foi
encapsulado com trés diferentes tipos de concentrados proteicos vegetais: arroz (CPA),
ervilha (CPE) e soja (CPS). Para tanto se caracterizou os concentrados proteicos vegetais, e
apos o processo de secagem avaliou-se as caracteristicas fisico-quimicas das microcapsulas,
bem como sua capacidade de manter as propriedades do oOleo estaveis durante o
armazenamento por seis semanas ao abrigo da luz a 25°C. Neste periodo avaliou-se a
atividade de agua, a umidade, o indice de acidez e de peroxidos e a qualidade microbiologica
dos produtos. As proteinas apresentaram baixa solubilidade (35%) e valores de potencial Zeta
proximos a -30 mV. Desta forma adicionou-se 15% de goma arabica (GA) nas emulsdes para
melhorar a estabilidade destas. A emulsdo mais estavel, apos sete dias de avaliacdo, foi
composta por CPA+GA. A eficiéncia de encapsulagdo foi de 79,9 + 1,4% para CPA+GA,
72,2 + 0,9% para CPE+GA e 75,0 + 1,4% para CPS+GA. As micrografias mostraram uma
estrutura mais porosa para CPE+GA, e o tamanho médio das particulas apresentaram-se
dentro do esperado para produtos liofilizados. Os indices de acidez e peroxidos demonstram
que em armazenamento (6 semanas) as microcapsulas apresentaram menores sinais de
oxidacdo, do que o6leo in natura. A umidade apresentou-se abaixo de 3,5% e atividade de agua
< 0,3 para todos os produtos encapsulados. A contagem dos microrganismos ficou abaixo de
10° UFC/g, sendo as microcapsulas CPA+GA mais estaveis. O oleo in natura e as
microcapsulas ndo apresentaram sinais de oxidagdo durante o armazenamento (6 semanas) em
seus respectivos perfis de acidos graxos. Conclui-se assim que € possivel a microencapsulacao
do Oleo de castanha e que este produto tem potencial como ingrediente para novas

formulacdes.

Palavras-chave: Conservacao, estabilidade ¢ Bertholletia excelsa.



Abstract

Microencapsulation is a technique widely used by food industries for the conservation and
protection of the natural properties of encapsulated material. Plant proteins have been
increasingly applied as a wall material for the protection of compounds with bioactive
properties, partially replacing carbohydrates and whey proteins. Brazil nuts (Bertholletia
excelsa) is a seed that has about 60% of lipids that are mostly unsaturated fatty acids, mainly
oleic and linoleic acids. These acids are related to the decreased incidence of cardiovascular
disease. In order to create a method for the conservation of the natural properties of Brazil nut
oil, it was encapsulated with three different types of vegetable protein concentrates: rice
(CPA), pea (CPE) and soybean (CPS). For this purpose, the vegetable protein concentrates
were characterized, and after the drying process, the physical and chemical characteristics of
the microcapsules were evaluated, as well as their ability to keep the oil properties stable
during storage for six weeks in the dark at 25°C. During this period, water activity, humidity,
acidity and peroxide index and microbiological quality of products were evaluated. The
proteins had low solubility (35%) and Zeta potential values close to -30 mV. Thus 15% gum
arabic (GA) was added to the emulsions to improve their stability. The most stable emulsion
after seven days of evaluation was composed by CPA + GA. The encapsulation efficiency
was 79.9 + 1.4% for CPA + GA, 72.2 + 0.9% for CPE + GA and 75.0 £ 1.4% for CPS + GA.
The micrographs showed a more porous structure for CPE + GA, and the average particle size
was as expected for lyophilized products. The acidity and peroxide indexes show that in
storage (6 weeks) the microcapsules showed lower signs of oxidation. Humidity was below
3.5% and water activity <0.3 for all encapsulated products. The microorganism count was
below 10° CFU / g, and the CPA + GA microcapsules were more stable. Fresh oil and
microcapsules showed no signs of oxidation during storage (6 weeks) in their respective fatty
acid profiles. It is therefore concluded that it is possible to microencapsulate the nut oil and

that this product has potential as an ingredient for new formulations.

Keywords: Conservation, stability and Bertholletia excelsa.
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1.0 INTRODUCAO

A castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa) ¢ consumida mundialmente por suas
qualidades nutricionais intrinsecas, ligadas a sua excelente composi¢do nutricional. Os
derivados da castanha-do-Brasil tem obtido espago no mercado, porém estudos voltados para
a conservagdo e estabilidade do 6leo, por exemplo, podem aumentar o seu valor comercial. O
processo de microencapsulacdo ¢ uma técnica bastante eficiente na conservagdo de alimentos
e pode ser aplicada a preservacdo do o6leo de castanha-do-Brasil (JUNIOR et al, 2017;

REBELLO, 2009).

Quanto a composicao da castanha-do-Brasil, os valores médios encontrados para seus
macronutrientes sdo: 15,52% de proteinas, 12,36% de carboidratos, 66,16% de lipideos e
7,7% de fibras (CARDOSO et al, 2017). O o6leo bruto de castanha-do-Brasil ¢
majoritariamente constituido por acidos graxos insaturados (74% - 85%) e em menor
quantidade por acidos graxos saturados (13% - 15%). No grupo de acidos graxos insaturados
que compdem os lipideos da castanha-do-Brasil pode-se encontrar em torno de 25% de acidos
graxos monoinsaturados e 21% de acidos graxos poliinsaturados. Estes sdo importantes por
estarem relacionados a diminui¢do da incidéncia de doengas cardiovasculares. (YANG;

XIAQO; DING, 2009; VENKATACHALAM; SATHE, 2006).

Além dos acidos graxos supracitados, na composicao do 6leo de castanha-do-Brasil,
pode-se encontrar tocoferdis e tocotriendis que sdo conhecidos como um grupo de lipideos
antioxidantes naturais que impedem danos oxidativos em estruturas celulares (NELSON;
COX, 2015). As caracteristicas do 6leo da castanha-do-Brasil tornam este produto alvo de
estudos e investimentos, visto que possui grande valor nutricional e comercial capaz de

proporcionar beneficios a saide humana.
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Uma das formas de agregar valor ao 6leo de castanha-do-Brasil ¢ aplicar tecnologias
que aumentem sua vida util e mantenham e/ou melhorem suas caracteristicas naturais. A
microencapsulacdo, por exemplo, ¢ uma técnica que vem sendo aplicada em diversas areas
principalmente em setores industriais como téxtil, agricola e farmacéutico (MARTINS et al,
2014). Este processo armazena compostos de interesse por envolvimento destes em capsulas
protetoras, gerando assim maior estabilidade ao produto durante seu armazenamento
(PAULO; SANTOS et al, 2015; GOANKAR et al, 2014). Aplicada por meio de diversos
tipos de secagem, esta técnica pode ser empregada na conservagdo de alimentos. As
microcapsulas sdo formadas durante o processo de secagem, onde o composto bioativo é
envolvido por um material encapsulante (DIAS, 2017). O material encapsulante torna-se
entdo uma embalagem natural, conferindo protecdo a danos causados pelo ambiente e

assegurando estabilidade ao produto encapsulado (NAZZARO et al, 2012).

Apo6s serem isolados do estado natural os oleos vegetais, como o da castanha-do-
Brasil, podem sofrer oxidacdo lipidica o que leva a perda da qualidade nutricional, além da
formacgdo de sabor desagradavel e da possivel producdo de compostos toxicos prejudiciais a
saude (LI et al, 2018; KERRIHARD et al, 2015). Portanto a conservagdo do 6leo de castanha-
do-Brasil torna-se necessaria para a manutencdo das suas qualidades originais. A
encapsulacdo de compostos € um processo que pode ser aplicado na manuten¢do da
estabilidade e na diminui¢do da perecibilidade do 6leo de castanha-do-Brasil. Um método que
auxilie na conservacdo das propriedades do 6leo de castanha-do-Brasil visa ndo s6 o aumento
da vida util do produto, mas também estimula a economia regional e possibilita a geracdo de

um produto alternativo de qualidade e com atividade funcional ao organismo.

O presente trabalho tem como objetivo desenvolver um método de conservagdo do

6leo de castanha-do-Brasil por meio da microencapsulacdo deste, utilizando trés tipos de
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concentrados proteicos vegetais (oriundos do arroz, soja e ervilha). Ja que sdo escassos 0s
dados relativos a encapsulagdo de o6leo de castanha-do-Brasil com diferentes tipos de

concentrados proteicos.
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2.0 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A castanha-do-Brasil

A castanheira (Bertholletia excelsa) ¢ uma espécie nativa da América do Sul e seu
crescimento da-se em floresta de terra firme e bem drenada. A castanha-do-Brasil ¢
encontrada na floresta amazonica brasileira, sendo uma das importantes fontes de recurso
local. Esta espécie pode ser também encontrada em areas adjacentes como, por exemplo,
Bolivia, Peru, Colombia, Venezuela ¢ Guiana. A classificagdo botanica da castanha-do-Brasil
¢: Divisdo — Angiospermae; Classe — Dicotiledonea; Ordem — Mpyrtiflorae; Familia —
Lecythidaceae; Género — Berthollethia; espécie — excelsa (JUNIOR et al, 2017; SHEPARD;

RAMIREZ, 2011).

Anteriormente, conhecida por castanha-do-para passou a ser denominada como
castanha-do-Brasil em 1961, por meio do decreto 51.209, por uma questido de valorizagdo da
origem do produto ao mercado exterior. No interior do Brasil ainda pode-se encontrar este
produto com diferentes nomes, os mais comuns sdo: castanha-do-maranhdo, inid, nia, nha,

eracy, tocary, tucd, ya e yuvia (PACHECO; SCUSSEL, 2006).

A castanha-do-Brasil tecnicamente ndo ¢ uma noz e sim uma semente oleaginosa,
envolta por um fruto, popularmente conhecido como ourico, grande, pesado e quase globoso
que pode ter de 8 a 16 cm de diametro (Figura 1). Suas arvores sdo colossais, podendo atingir
até 60 metros de altura e sua circunferéncia pode ser encontrada de 10 a 18 metros. Essas
estdo geralmente dispostas em bosques conhecidos como castanhais (ROCKWELL et al,

2015; PACHECO; SCUSSEL, 2006).
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a)

Figura 1 - Fruto e Améndoas de Castanha-do-Brasil - (a) Ourico e (b) Améndoas de Castanha-do-Brasil.

Fonte: Google Imagens (2018).

A castanha-do-Brasil possui grande valor econdmico para a regido amazonica. Sua
exploracdo extrativista tem impacto direto na geracdo de emprego e renda da populacio
ribeirinha. Além do reconhecimento no mercado doméstico, esta semente possui grande
impacto no mercado de exportacdo, elevando assim seu valor mediante ao desenvolvimento
socioecondmico das comunidades e mantendo os beneficios diretos e indiretos para a floresta

(SALOMAO, 2014; TONINI; PEDROZO, 2014).

A castanha-do-Brasil é apreciada por seu sabor caracteristico, mas também pelo seu
elevado valor nutricional. A castanha possui grande valor energético e alto valor biologico
provenientes de seus macronutrientes. Em sua composicdo pode-se encontrar ainda valores
significativos de micronutrientes como calcio, fosforo, magnésio, vitaminas do complexo B e,
sobretudo de selénio, que se destaca por ser um antioxidante natural e estar relacionado a
diminui¢ao de risco de cancer e doengas cardiovasculares (FERREIRA et al, 2006; SOUZA;
MENEZES, 2004). O selénio esta associado ainda a atividade da glutationa peroxidase, uma
enzima que protege estruturas biologicas contra estresse oxidativo pela eliminagdo dos

peroxidos (VONDERHEIDE et al, 2002).
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Associados a composi¢do da semente da castanha-do-Brasil ainda pode-se encontrar
compostos fenodlicos e flavonoides, porém em concentragdes inferiores aos alimentos
considerados ricos destas substincias (vinho tinto, cacau e cha preto). No entanto, estes
compostos podem apresentar sinergia e gerar beneficios a saide humana, pois estudos
associam estes a diminuicdo da peroxidagdo lipidica. Por ser rica em d&cidos graxos
insaturados a castanha-do-Brasil ainda pode auxiliar na redu¢do da pressdo arterial, na
prevencdo da resisténcia a insulina e na reducdo de niveis de marcadores inflamatorios

sistémicos (MASSI et al, 2014; COLPO et al, 2014).

Estudos importantes associam a ingestdo regular de 4cidos graxos insaturados a
reducdo da mortalidade por doencas cardiovasculares. Além desses beneficios, comprovou-se
que a castanha-do-Brasil é capaz de modular o perfil lipidico, através do aumento dos niveis
séricos da lipoproteina de alta densidade e diminuicdo da lipoproteina de baixa densidade
(COLPO et al, 2014; VADIVEL; KUNYANGA; VADIVEL, 2012). A ingestdo regular de
castanha-do-Brasil esta relacionada também a promogao da saude humana e ao melhoramento

de quadros clinicos de algumas patologias, como se pode observar na Tabela 1.

Perfil de
Beneficios Clinicos consumo Autor
associado
Melhora nos niveis de hormonios tireoidianos em pacientes | 1 castanha por | Stockler-Pinto
em hemodialise dia et al, 2015

Melhora em funcdes cognitivas, principalmente na fluéncia

. - . . 1 castanha por | Cardoso et al,
verbal e praxia construtiva de idosos com comprometimento

. dia 2017
cognitivo leve
Melhora no perfil lipidico e a diminuicao de marcadores AFRENGES Colpo et al,
q - castanha por
inflamatorios dia 2014

Potencial efeito antimutagénico e antigenotéxico por
reducio de fragmentacio do DNA e da frequéncia de
micronucleo

1 castanha por

dia Macan, 2017

Tabela 1 — Relagdo entre os beneficios clinicos e o consumo de castanha-do-Brasil
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A reunido de todas as caracteristicas e principalmente pelo valor delas frente a alguns
problemas da satide humana, tornam a castanha-do-Brasil um produto valioso e que pode ser
considerado como um nutracéutico (JOHN; SHAHIDI, 2010). A castanha-do-Brasil ¢ um
produto altamente versatil, suas aplicacdes vao desde o consumo in natura até a possivel
utilizagdo dos seus compostos bioativos na industria de alimentos, farmacéutica e de
cosméticos. A extracdo do seu componente majoritario, o 6leo, é totalmente aceita e viavel,
uma vez que ele pode oferecer muitos beneficios a satde (FREITAS et al, 2007) e ser

aplicado na formulagdo de cosméticos em industrias farmacéuticas.

2.2 Oleos Vegetais

Oleos sdo substincias insoluveis em dgua e podem ser encontradas em vegetais.
Compostos predominantemente por triacilglicerideos que sdo substancias constituidas por trés
moléculas de acidos graxos e uma de glicerol (Figura 2). Também pode-se encontrar em
pequenas concentragdes nos oleos vegetais moléculas como tocoferois, diglicerideos, acidos
graxos livres, fosfolipidios, esterois e carotenoides. O ponto de fusdo € o que determina a
diferenca entre 6leos e gorduras, os d0leos apresentam geralmente forma liquida a temperatura
de 25 °C. Os 6leos e as gorduras representam grande importancia nutricional, ja que estes sdo
fonte de energia, contribuem para a sensagdo de saciedade, auxiliam na metabolizacdo de
vitaminas lipossoluveis (A, D, E e K), tornam os alimentos mais saborosos. Sdo essenciais na
formulacdo de muitos alimentos como paes, bolachas, bolos, cremes e sorvetes (BRASIL,

2005; O’BRIEN; FARR; WAN, 2000).
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Glicerol

Glicerol

0. !CH, °CH, 0O
Nc-1o8 }(T‘H/ Yo-C

4,

O

1-estearoil, 2-linoleoil,3-palmitoil glicerol

Figura 2 - Representagdes de um tipo de triacilglicerol misto

Fonte: Adaptado de Nelson e CoX (2015).

Os Oleos vegetais podem ser encontrados em plantas, sementes, nozes, frutas e
legumes e s@o fontes importantes de acidos graxos monoinsaturados e poliinsaturados. A
composi¢do desses acidos graxos pode sofrer variagdo determinada por diversos fatores,
incluindo clima, solo, tipo de fruto, grau de maturidade e a genética do material utilizado.
Esses o6leos podem ser obtidos por centrifugag@o, extracdo com solvente, prensa a frio, prensa

mecénica com temperatura controlada entre outros métodos (ARAUJO, 2011).

O grau de insaturacdo e a distribui¢do dos acidos graxos na molécula de glicerol sdo
fatores principais que podem influenciar as caracteristicas originais dos oleos vegetais. As
principais reagdes quimicas que afetam a qualidade do 6leo sdo hidrolise e a oxidagdo
(COSTA, 2012). Junto a estas reacdes existem outros fatores que podem ser considerados
como agentes de degradacao de 6leos vegetais, tais como: incidéncia de luz, acdo enzimatica,
exposicdo a atmosfera de oxigénio e elevadas temperaturas. Estes fatores em conjunto ou néo,

comprometem a estabilidade quimica e fisica dos O6leos durante o processamento,
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armazenamento € uso, pois estdo ligados diretamente ao processo de oxidacdo (ALMEIDA-

DORIA; REGITANO-D’ARCE, 2000).

A reagdo de oxidagdo, ou seja, a ligacdo do oxigénio com as moléculas de acidos
graxos ocorrem em suas insaturagdes. A oxidacdo pode ocorrer por via enzimatica quando as
enzimas do proprio vegetal ou de microrganismos iniciam o processo de degradagdo, ou por
via ndo enzimatica e nesta incluem-se a degradacdo por agdo direta do oxigénio
(autoxidacdo), pela presenca de metais, por alteracdes na temperatura ou por fotoxidacdo. A
degradagdo dos 6leos inicia-se com a perda de acidos graxos insaturados e¢ a formacdo de
hidroperéxidos. Posteriormente, pode ser detectada a presengca de compostos carbonil,
aldeidos, hidrocarbonetos e produtos toxicos, o que pode ser considerada como rancidez

oxidativa (ARAUJO et al, 2015; ALMEIDA-DORIA; REGITANO-D’ARCE, 2000).

A avalia¢do da qualidade do 6leo pode ser realizada com a determina¢do dos indices
quimicos, que refletem as possiveis alteragdes em suas propriedades originais. A
determinagdo do indice de acidez, por exemplo, ¢ um processo que reflete o nivel do produto
de uma reacdo (enzimatica ou ndo) que gera acidos graxos em forma livre e altera a
concentracdo de hidrogénios. Os indices elevados de acidez indicam aumento de hidrélises de
¢steres (MACHADO; CHAVES; ANTONIASSI, 2006; BRASIL, 2005). Outro parametro que
pode auxiliar na avaliacdo da qualidade dos oOleos vegetais ¢ a determinag@o de indice de
perdxidos. Este método determina substincias, em termos de miliequivalentes de perdxidos,
que oxidam o iodeto de potassio nas condigdes de teste. Essas substancias sdo consideradas
como peroxidos ou produtos provenientes da oxidagdo das gorduras (DE FREITAS, 2016;

MACHADO; CHAVES; ANTONIASSI, 2006; KOROBI, 2005).
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2.2.1 Oleo de castanha-do-Brasil

A castanha-do-Brasil ¢ composta majoritariamente por lipideos. Estes podem ser
extraidos por métodos distintos, sendo o mais comum realizado mecanicamente por
prensagem a frio. Este método consiste em colocar as sementes inteiras em uma prensa
hidraulica e com aplicagdo de pressdo o 6leo € extraido. O 6leo pode passar por centrifugagio,
filtracdo, decantacdo ou destilagdo fracionada para a separa¢do deste de partes residuais

provenientes da extracdo (SCHONS et al, 2017).

A obtencdo do 6leo de castanha-do-Brasil pode ainda ser realizada por solventes
apolares, sendo utilizado um ou mais tipos de solventes, geralmente aplicado ao método de
extracdo por soxhlet. No entanto, o uso deste método tem sido desconsiderado, pois os
solventes apolares em sua grande maioria apresentam-se danosos ao ambiente e a satde
humana (FREITAS et al, 2007). Outros métodos estdo sendo cada vez mais aplicados com o
intuito de aperfeigoar a extracdo de Oleos, de maneira a tornar o método mais eficiente,

minimizando residuos no ambiente.

A extragdo assistida por ultrassom e a extracdo com fluido supercritico sdo exemplo
de novas metodologias, que podem ser aplicadas a extracdo de oleos sem a utilizagdo de
solventes organicos. A extragdo assistida por ultrassom ndo ¢ comumente usada para 6leos
vegetais, mas tem-se relatos de otimizagdo desta técnica para extragdo destes (SCHONS, et al
2017). Ela consiste na propagacdo de ondas ultrassonicas e das forcas de cavitagdo
resultantes, com a consequente formacdo de bolhas que se chocam e estouram rompendo o

tecido vegetal e liberando o contetido intracelular no solvente (GIL-CHAVEZ, 2013).

A extragcdo com fluido supercritico vem ganhando notoriedade entre os sistemas de

extracdo de 6leos vegetais. Durante esse processo de extragdo a matriz (solida ou liquida) ¢
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carregada por um sistema que possui controle de temperatura e pressdo, que alteram as
propriedades do fluido supercritico permitindo uma extracdo mais seletiva (HUANG:; LI et al,
2018). Com a reducdo do uso de solventes organicos, por questdes de seguranga dos produtos
recuperados e da poluicdo do ambiente, o dioxido de carbono tem sido o principal solvente

utilizado na extragdo com fluido supercritico (GROSSO et al, 2015; QUITAIN et al, 2013).

Durante o beneficiamento da castanha-do-Brasil hd o recolhimento de sementes
quebradas e de sementes pequenas que ndo passaram no processo de classificagdo, para a
extragdo de oleo. Esse processo ¢ uma forma sustentdvel e econdmica de se obter outros
produtos a partir da matéria-prima original, j& que as sementes quebradas perdem em torno de
40% do seu valor comercial (RODRIGUES et a/, 2005). O 6leo de castanha-do-Brasil possui
componentes importantes no que diz respeito a questdo nutricional e a saide humana. As
sementes possuem de 60% a 70% de lipideos, sendo que destes a maioria pertence a classe
dos acidos graxos insaturados, que possuem grande valor terapéutico (QUEIROGA et al,

2009).

A Tabela 2 demonstra o perfil de 4cidos graxos encontrados no o6leo de castanha-do-
Brasil extraido por métodos distintos. Dentre os prevalentes temos o acido graxo linoleico, o
acido graxo oleico, o palmitico e o estedrico. Esses acidos graxos ja foram descritos por
muitos autores como agentes promotores da saide humana, com evidéncias de uma correlagio

da ingestao regular destes através da dieta com o aumento da prevencao de diversas doencas.
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SANTOS et al SANTOS et COLPO et

Acido Graxo (2012)* al 2013)** 4l (2014)*
(C 12:0) Acido Laurico - 0,767 -
(C 14:0) Acido Miristico 0,06 0,565 0,07
(C 16:0) Acido Palmitico 14,24 14,04 16,74
(C 16:1) Acido Palmitoleico 0,01 0,016 0,43
(C17:0) Acido Margarico - - 0,14
(C 18:0) Acido Estesrico 11,19 10,63 9,97
(C 18:1) (@ 9) Acido Oleico 36,26 34,55 28,52
(C18:2) (w 6) Acido Linoleico 37,53 40,15 36,04
(C 18:3) (@ 3) Acido Linolénico 0,08 0,085 0,11
(C 20:0) Acido Araquidénico 5 g 0,17
(C20:1) (w9 Acido Gadoleico - - 0,09
(C 22:0) Acido Behénico = = -
(C22:1) Acido Euricico 0,28 0,436 -
(C 22:2) Acido Docosahexanéico 0,06 0,108 -

Tabela 2 - Perfil de acidos graxos (%) do 6leo extraido da castanha-do-Brasil

* Oleo extraido por solvente orgénico, **Oleo extraido por CO2 Supercritico / (-) = Néo fornecido pelo
autor (@ 9) = 6mega 9, (m 6) = dmega 6, (w 3) =0mega 3

Os acidos graxos poliinsaturados possuem grande valor nutricional, principalmente
aqueles com ligagdes duplas entre os carbonos 3 e 7, a contar da extremidade da cadeia com
um grupo metila. Esse ¢ o caso dos 4cidos graxos linolénico e linoleico conhecidos
respectivamente como O0mega-3 ¢ dmega-6, que podem ser encontrados na castanha-do-Brasil
(NELSON; COX, 2015). O metabolismo desses acidos torna possivel a produgdo de varios
mediadores lipidicos, que desempenham papéis importantes em processos inflamatdrios, na
circulagdo sanguinea, na contragdo da musculatura lisa e na imunidade. Além disso, esses
acidos graxos sdo importantes para estrutura e fungdo das membranas celulares, na sinalizacdo
celular e na regulagio da expressido génica (HUERTA-YEPEZ; TIRADO-RODRIGUEZ;

HANKINSON, 2016).
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Os acidos graxos essenciais, que ndo podem ser sintetizados pelo corpo humano,
devem ser inseridos na dieta regularmente. O acido graxo mais abundante na castanha-do-
Brasil ¢ o linoleico (6mega-6) conforme se observa na Tabela 2. Estudos demonstram que
existe uma linha ténue no equilibrio dos acidos graxos poliinsaturados do tipo dmega-3 e
O0mega-6 absorvidos pelo organismo. J& que a atuacdo destes na inibi¢do ou na promogao de
diversos tipos de cancer e no estabelecimento de diversas doengas associadas ao processo
inflamatério, ainda ndo possuem mecanismos completamente elucidados (HUERTA-YEPEZ;
TIRADO-RODRIGUEZ, HANKINSON, 2016; LEAVER et al, 2002). A dieta mediterranea
tem sido associada a diminui¢do de doengas cardiacas, pois nela se encontra em abundancia a
presenca de acidos graxos dmega-3, e assim mantém-se um equilibrio com o acido graxo

omega-6 (NELSON; COX, 2015).

Entre os 4acidos graxos mais abundantes do o6leo de castanha-do-Brasil, pode-se
destacar o acido graxo palmitico e oleico. Ha relatos da associagdo destes ao aumento da
sensibilidade a insulina (IBARROLA-JURADO et al, 2014) e com a atividade antimicrobiana
sobre Propionibacterium acnes, pelo aumento da expressdo de B-defensina tipo 2 que pode
promover a diminui¢do da incidéncia, tamanho, e multiplicagdo de lesdes de pele

(NAKATISUJI et al, 2010).

O acido graxo oleico ingerido na dieta pode gerar beneficios através do seu mediador
lipidico oleoiletanolamida. Este mediador estd relacionado ao aumento da biossintese de
glicofosfolipideos de membrana, a diminuigdo do peso corporal ¢ ao aumento da sensagdo de
saciedade (BOWEN et al, 2017; PALOMER et al, 2017). Relatos na literatura associam
ainda o 4acido graxo oleico a atividade antimicrobiana sobre as cepas de Staphylococcus

aureus, incluindo as resistentes a meticilina (CHAO-HSUAN et a/, 2011).
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Um dos componentes importantes que podem compor o 6leo de castanha-do-Brasil ¢ a
vitamina E, termo geral utilizado para tocofer6is e tocotrienois (a-,b-,g-,e d-). Estes sdo
soltveis em lipideos e, portanto podem se acumular em Oleos vegetais (SATTLER et al,
2004). Os tocofero6is possuem um anel aromatico substituido e uma cadeia lateral longa de
isoprenoide, essas estruturas podem se associar a membranas celulares, aos depositos de
lipideos e também as lipoproteinas no sangue. Caracterizam-se pelo papel de antioxidante
biologico, pois seus anéis aromaticos ligam-se a formas reativas de radicais de oxigénio e de
outros radicais livres, destruindo-as. Desta forma, essas moléculas sdo capazes de conferir
protecdo aos acidos graxos insaturados, impedindo o dano oxidativo aos lipideos de

membrana (NELSON; COX, 2015; FUNAZAKI et al, 2012).

Os altos teores de acidos graxos da castanha-do-Brasil tornam este produto passivel a
perecibilidade, ja que podem ocorrem processos oxidativos que levam a redugdo do valor
terapéutico e nutricional destes compostos. Além disso, a degradagdo dos lipideos pode
conferir ao produto mau cheiro e sabor alterado, oriundos da rancificacdo, principalmente
quando as castanhas sdo armazenadas por muito tempo em temperaturas e umidades relativas
altas (DA SILVA; ASCHERI; DE SOUZA, 2010). A aplicagdo de tecnologias que auxiliem a
manuten¢do das propriedades do o6leo da castanha-do-Brasil ao longo do tempo de

armazenamento, ¢ de valor essencial para as empresas alimenticias e farmacéuticas.

2.2.2 Avaliacido da atividade antifungica

O Brasil ¢ conhecido mundialmente pela sua diversidade vegetal. Muitos extratos e
6leos vegetais s@o utilizados como tratamento em infecgdes fingicas (BOTELHO et al,
2007). Na regido Amazodnica, devido a sua biodiversidade, ¢ comum o uso de extratos e 6leos

vegetais para fins medicinais (MENEZES et al, 2009). Dentre as espécies utilizadas tem - se:
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Carapa guianensis (Andiroba), com efeito inibitorio sobre o género Fusariu (FARIAS et al,
2016); Copaifera multijuga (Copaiba) , efeito inibitdrio promissor contra algumas cepas dos
géneros Aspergillus e Candida (DEUS et al, 2011); Bryophyllum calycinum Salisb. (Folha-de-
pirarucu) com atividade contra o crescimento do género Candida (MENEZES et al, 2009) e
por fim, Eleutherine plicata Herb., com atividade contra o crescimento do género

Cladosporium (ALVES et al, 2003).

Neste contexto, o presente estudo propOs uma investigagdo in vitro da atividade
antifugica do 6leo de castanha-do-Brasil contra duas cepas patogénicas, Aspergillus fumigatus
e Aspergillus niger. Os fungos deste gé€nero sdo capazes de gerar a aspergilose, infec¢do
fingica oportunista que atinge a regido respiratoria de humanos e alguns animais (galinhas,
perus e pinguins) (POESTER et al, 2015). Estes fungos caracterizam-se por serem
filamentosos com hifas hialinas septadas e ramificadas, que se diferenciam em estruturas

reprodutivas tipicas para originar os conidios (PARK; MEHRAD, 2005).

2.3 Secagem

Os animais e os vegetais sdo as fontes de alimentos em geral, no entanto a
apresentacdo destes alimentos pode ser realizada de diversas maneiras. A forma com que se
apresentam os alimentos pode influenciar na conservacdo destes. A adog¢do de métodos de
conservagdo dos alimentos ¢ importante, pois minimiza danos causados pelo meio, conserva
os niveis das propriedades nutricionais € mantém o alimento seguro por mais tempo. Os danos
degradativos podem ocorrer devido a problemas mecanicos, fisicos, quimicos ou biologicos

(MUJUMDAR, 2004).
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A secagem ¢ um método de remocao da agua presente nos alimentos, sendo uma das
formas mais econdmicas de se preservar um produto. A redugdo da umidade presente em
alimentos pode diminuir a degradacdo provocada por microrganismos, além de diminuir o
volume do alimento e assim melhorando as formas de armazenamento e transporte. O
processo de secagem € complexo, pois envolve transferéncia transitoria de calor e massa. Essa
transferéncia pode levar a transformagdes quimicas ou fisicas, o que pode causar alteragdes na

qualidade do produto (CHEN et a/ 2019; MUJUMDAR; ZHONGHUA, 2007).

Existem basicamente dois processos de secagem: os naturais ¢ os artificiais, que se
diferem pelo tipo de agente responsavel pela remogdo da dgua do produto. Quando se trata de
processos de desidratacdo artificiais, tem-se o controle minucioso da temperatura, umidade e
corrente de ar. Neste caso, o produto pode ser seco com ar, vapor superaquecido, no vacuo,
com gas inerte ou pela aplicacdo direta de calor (GAVA et al, 2009). Existem varios tipos de
desidratadores, porém a escolha deve ser baseada na natureza do produto a ser desidratado,

pelo fator econdmico e pela forma que se deseja apresentar o produto final.

2.3.1 Liofilizacao

A liofilizagdo ¢ uma técnica de secagem de materiais, que forma produtos que podem
ser considerados veiculos adequados de vitaminas e nutrientes, sem a adi¢do de conservantes.
Diante do elevado valor nutricional da castanha-do-Brasil e de seus derivados, faz-se
necessaria a adocdo de medidas de conservacdo destes, a fim de se manter as propriedades

naturais por mais tempo.

A Figura 3 demonstra as fases da agua em relacdo a duas varidveis: pressdo e

temperatura. Nesse grafico pode-se perceber em que condigdes ocorrem o processo de



32

liofilizagdo, sendo fundamentais os ajustes dos fatores extrinsecos para o sucesso de todas as
fases da liofilizacdo. Um material s6lido que recebe uma quantidade de calor especifico e
abaixo do ponto triplo (Figura 3), sofre transformacao direta da agua contida neste material do
estado solido para o de vapor, ou seja, ocorre a sublimagdo da agua contida no material

(METTA; AYROSA; PALETTA, 2012).

Pressdo |
(mm Hg)

ecagem a vacuo

" PONTO
TRIPLO

0°C Temperatura (°C)

Figura 3 - Diagrama de fases da agua

Fonte: Metta, Ayrosa e Paletta (2012).

A liofilizagdo € uma técnica que consiste na secagem de um material iniciando-se com
o congelamento do mesmo seguido da sublimagdo do gelo. Esta técnica torna-se vantajosa por
ndo utilizar calor no processo de secagem, mantendo assim elementos termolabeis estaveis.
Esta vantagem possibilita a aplicagdo desta técnica em diversas areas como, farmacéutica,
alimenticia e na biotecnologia, possibilitando o armazenamento de materiais biologicos e
produtos quimicos. Por esses motivos os produtos gerados através desta técnica sdo de

qualidade superior aos que sdo desidratados por outras (SANTO et al, 2013; RATTI, 2001).

A liofilizagdo mostra-se aplicavel na producgdo e conservacdo de alimentos altamente
nutritivos, conferindo preservagdo de suas caracteristicas quimicas ¢ fisicas. Este método

torna-se uma alternativa eficaz frente ao aumento da demanda de alimentos de origem
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vegetal, uma vez que a preservacao destes esta relacionada a manutencao de suas qualidades.
Sendo assim, a retirada da 4gua dos materiais por liofilizacdo € uma técnica capaz de se
preservar compostos volateis, proteinas, vitaminas termosensiveis e de diminuir a proliferacdo

de microrganismos (MUJUMDAR, 2004).

O processo de liofilizagdo pode ser dividido em trés estagios principais: o

congelamento, sublimacao e dessorcao.

O primeiro estagio ¢ o congelamento, que consiste na transferéncia de calor em estado
transiente, onde o alimento perde calor para o meio e o solvente separa-se do soluto para
formar cristais de gelo. O sucesso de todo o processo de liofilizacdo possui causa significativa
atribuida ao sucesso no congelamento. E nesse momento em que o tamanho, distribui¢do ¢
forma dos poros no material sdo definidos, e essas caracteristicas influenciam a transferéncia
de massa e calor durante o processo de secagem. O congelamento tem fundamental

importancia no tempo de secagem dos produtos (LIAPIS et al apud MARQUES, 2008).

A taxa de congelamento define a qualidade deste processo inicial. A forma, o tamanho
e a distribuicdo dos cristais de gelo formados sdo determinados pela taxa de congelamento.
Baixas taxas de congelamento geralmente estdo associadas a formacgdo de cristais de gelo e
poros grandes no produto a ser liofilizado. Ja as taxas de congelamento elevadas estdo
associadas a cristais de gelo e poros menores (ORDONEZ, 2005), o que pode levar a
diminui¢do da perda de qualidade do produto e & diminui¢do da desnaturacdo proteica, além
de ndo causar danos em membranas celulares. Esses fatores relacionados ao congelamento
rapido podem culminar na preservagdo de substincias termoldbeis, do aroma e sabor

(DELGADO; RUBIOLO, 2005).

O segundo estagio da liofilizagdo é um processo denominado de sublimagdo ou

secagem primaria. Esse ¢ um processo endotérmico e, portanto depende do fornecimento de
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calor gerado por mecanismos condutivos ou por radiacdo e ainda pela combinacdo destes. A
secagem primaria ocorre em um sistema fechado com uma press@o menor ou igual a pressdo
de vapor de equilibrio do solvente congelado (SABLANI; RAHMAN, 2002). A temperatura ¢
um ponto importante durante esse estagio, pois a estabilidade do produto esta relacionada com
a temperatura da camada congelada durante a secagem primaria. Além da temperatura outros
fatores podem influenciar a estabilidade do produto, incluindo pressdo da cdmara, temperatura
da prateleira, coeficiente de transferéncia de calor dos frascos e resisténcia do produto

(TANG; PIKAL, 2004).

Na secagem primdria ocorre a sublimacdo do vapor d’dgua que carrega uma
quantidade significativa de calor do produto, desta forma tem-se a reducdo da temperatura do
produto congelado. O calor fornecido ao produto congelado deve ser monitorado, pois o
aumento demasiado da temperatura pode causar danos a amostra seca. Esses danos podem
acarretar na perda de bioatividade das moléculas, mudanca na coloracdo do produto, reagoes
degradativas e deformagdes estruturais na camada seca (MARQUES, 2008). Muitos estudos
sdo feitos para aperfeicoar esse estagio, que ¢ o mais longo e tem papel fundamental no
processo de liofilizagdo. O fim desta etapa ¢ marcado pelo desaparecimento da camada

congelada e, portanto com o fim da interface de sublimacao.

O terceiro estagio da liofilizacdo ¢ a secagem secundaria, que consiste na retirada da
agua que esta ligada a estrutura do material. Assim como na sublimagdo tem-se o
fornecimento de calor que ndo deve exceder 50°C, levando a diminuig¢do brusca da umidade
residual e assim tornando o produto estavel por mais tempo (CHENG; RU; QIN, 2002). A
temperatura deve ser mantida alta durante o tempo necessario para permitir a dessor¢do da
agua, sendo mais eficiente a aplicacdo de altas temperaturas por pouco tempo. A aplicagdo de

temperatura elevada na secagem secundaria ndo ¢ capaz de causar danos em estruturas
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importantes como, por exemplo, das proteinas. Estudos revelam que proteinas em materiais
secos com umidade menor que 15% sofrem desnaturagdo somente em temperaturas acima de

100 °C (MARQUES, 2008; DELGADO; RUBIOLO, 2005).

Todas as caracteristicas da liofilizacdo apresentadas neste estudo fazem desta técnica
uma importante ferramenta na secagem de materiais para aumento da estabilidade e
preservacdo da qualidade dos mesmos. Quando se trata de produtos de género alimenticio, a
preservacdo da cor, aroma e sabor s3o tdo importantes quanto a preservagdo de moléculas
bioativas presentes naturalmente nos alimentos. A liofilizagdo tem como vantagem a ndo
utilizagdo de solventes organicos que atende o aspecto da “quimica verde”, na producdo de

alimentos.

Durante o beneficiamento da castanha-do-Brasil ha o recolhimento de sementes
quebradas para a extracdo de 6leo. Esse processo ¢ uma forma sustentavel e econdmica de se
obter outros produtos a partir da matéria-prima original, ja que as sementes quebradas perdem
o seu valor comercial (RODRIGUES et al, 2005). O 6leo de castanha-do-Brasil € rico em
compostos bioativos, que podem ser explorados para a geracao de novos produtos na industria
alimenticia, farmacéutica e de cosméticos. Por se tratar de um produto que sofre perdas
significativas durante o tempo de armazenamento, ¢ importante encontrar meios de
conservagdo deste produto. A microencapsulacdo do 6leo de castanha-do-Brasil por meio da
liofilizagdo pode fornecer ndo so6 a estabilidade do 6leo, mas também agregar valor ao
produto, criando assim novas opg¢des de mercado para um dos derivados da castanha-do-

Brasil.
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2.4 Microencapsulacio

A microencapsulagdo € um processo de empacotamento com finas coberturas
poliméricas capazes de envolver materiais em diferentes estados (liquido, s6lido ou gasoso).
As particulas poliméricas denominadas de microcapsulas tém o potencial de envolver,
proteger e liberar em uma velocidade especifica e sob condi¢des determinadas, o material
envolvido. Essa tecnologia gera melhoramento do desempenho do material ativo e aumenta as

opgdes de aplicagdo de um determinado produto (CONSTANT; STRINGHETA, 2002).

O material a ser encapsulado pode ser denominado de recheio ou nucleo e a particula
que envolve o material ¢ denominada de material de parede, membrana, cobertura ou até
mesmo material encapsulante. As capsulas podem ser classificadas de acordo com o seu
tamanho, capsulas de tamanho entre 1 a 1000 um sdo denominadas microcapsulas, entre 10 e
1000 nm nanocapsulas e as que possuem mais de 5000 um sdo as macrocapsulas. Em relacdo
a forma das microcapsulas podem-se perceber duas estruturas distintas: a microcapsula com o
nucleo centralizado completamente envolvido por filme definido e continuo composto pelo
material de parede; microcapsula em que o nucleo se apresenta uniformemente disperso em
uma matriz polimérica. As cépsulas ainda podem ser classificadas como microcapsulas ou
microesferas (Figura 4), a primeira apresenta-se como reservatorio e as microesferas como um
sistema matricial (UMER et al, 2011; AZEREDO, 2008; CONSTANT; STRINGHETA,

2002).
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=3 Membrana polimérica

Material ativo disperso na matriz Material ativo
polimérica encapsulado

Figura 4 - Microcapsulas e microesferas - (A) Microesfera — material ativo disperso em uma matriz
polimérica. (B) Microcapsula — material ativo esta envolvido pelo polimero encapsulante.

Fonte: Adaptado de Suave et al (2006).

A microencapsulacdo pode ser utilizada para encapsular diversos tipos de materiais
como, por exemplo, pigmentos, compostos que geram sabor, nufrientes, enzimas,
conservantes, acidulantes, entre outros. Essa técnica vem ganhando grande destaque na
industria alimenticia, pois as microcapsulas podem melhorar a aparéncia e as propriedades de
um material ativo, além de manter o produto estavel por mais tempo (DESAI; PARK;
MEHRAD, 2005). Dentre as vantagens de se encapsular um produto de gé€nero alimenticio

pode-se destacar:

e Redugdo da reatividade entre fatores ambientais e o material encapsulado. No que diz
respeito aos fatores ambientais pode-se considerar luz, umidade, calor e oxigénio

(BRASILEIRO, 2011);

e A libera¢do controlada do material encapsulado para o meio, evitando perdas do

produto e das suas propriedades (REBELLO, 2009);



38

e Melhoramento das propriedades do material, podendo-se assim mascarar algumas

caracteristicas como odor, sabor ou cor indesejaveis (DUBEY, 2009);

e Facilidade na producao e na reprodutibilidade (WU, 2004);

e Aumento do tempo de conservacdo do produto final, facilidade na manipulacao e no

transporte (BRASILEIRO, 2011).

Existem diversos métodos utilizados para a formacdo de microcépsulas e muitos
autores classificam estes métodos em trés categorias (MADENE et al/, 2006; DESAI; PARK;

MEHRAD, 2005; SANTOS; FERREIRA; GROSSO, 2000):

e Fisicos: Atomizagdo, extrusdo estacionaria, spray drying, suspensdo por ar, spray

chilling e spray cooling, leito fluidizado, co-cristalizagdo e liofilizagdo;

e Quimicos: polimerizagao interfacial, indu¢ao molecular e polimerizacao in situ;

e Fisico-quimicos: coacerva¢do simples e complexa, lipossomas, lipoesferas e

evaporagao do solvente.

A microencapsulacdo ¢ um processo facilmente aplicado a industria alimenticia,
possibilitando uma maior conservacdo de vitaminas, microrganismos, enzimas, 6leos, acidos,
bases, aminoacidos, 6leos essenciais, corantes, gases ¢ sais (DESAI; PARK; MEHRAD,
2005). Quando se trata de 6leos com alto teor de acidos graxos insaturados que estdo mais
susceptiveis a oxidacdo, a microencapsulacdo torna-se uma alternativa de manutencdo desses
acidos graxos. Isso porque o material de parede cria uma barreira para acdo de agentes

ambientais que aceleram o processo de degradagéo.
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2.4.1 Material de parede

O material de parede afeta a estabilidade das microparticulas, a eficiéncia do
processo € o grau de protecdo do material ativo. A natureza do material encapsulante ¢ de
fundamental importancia para a garantia do sucesso da encapsulacio (ASCHERI;
MARQUEZ; MARTUCC, 2003). A escolha o material de parede deve complementar
criteriosamente as caracteristicas do material a ser encapsulado, levando em consideracdo as
caracteristicas fisicas e quimicas do produto. O material encapsulante deve apresentar
caracteristicas compativeis com o nucleo, além de baixa viscosidade, alta concentracdo de
solidos, transicdo vitrea, capacidade de formacdo de filme, compatibilidade com o nucleo,
facil de reconstitui¢do, baixo custo, baixa higroscopicidade, faceis de controlar e com fatores

econdmicos que viabilizem a producdo (DE MENEZES et al, 2013; AZEREDO, 2008).

Os materiais mais utilizados para a microencapsulagdo sdo os carboidratos, que
possuem estruturas capazes de se ligar a diversos compostos, apresentam-se em diversidade e
possuem baixo custo. Os mais utilizados dentro desta classe sdo as gomas, a maltodextrina e o
amido. No entanto, ¢ muito comum usar misturas para englobar o maior nimero de fatores
que levam ao sucesso da encapsulagdo (AZEREDO, 2008). A estabilidade de emulsdes ¢ um
fator importante na microencapsulagdo, para que o material seja um bom emulsificante ele
deve apresentar grupos hidrofobicos e hidrofilicos. Quanto maior a capacidade emulsificante
do material de parede, melhor a retengdo dos compostos (REINECCIUS, 2004).
Frequentemente misturas de carboidratos e proteinas t€ém sido realizadas, a fim de melhorar as
propriedades emulsificantes e filmogénicas durante o processo de microencapsulagdo

(RUSLI; SANGUANSRI; AUGUSTIN, 2006).
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2.4.1.1 Goma Arabica

A Goma Arabica ¢ uma substancia de cor amarelada extraida do caule e dos ramos das
arvores de acdcias, com baixa viscosidade em solugdes aquosas, incompativel com gelatina e
alginato de sédio e compativel com a maioria das gomas. Sua composi¢cdo quimica €
caracterizada pela presenca de polissacarideos em cadeia longa e ramificagdes formadas por
galactose, arabinose, ramnose (WU et al, 2015), além de possuir uma fracdo de 2% de
proteinas que garantem efeito emulsificante e aumentam poder de carrear moléculas bioativas

(YANG; XIAO; DING, 2009).

Formada por um polimero hidrofilico tridimensional, a Goma Arabica possui a
capacidade de absor¢do de grandes volumes de agua (GEROLA et al, 2016). Muito utilizada
como estabilizante, espessante, aditivos e para prevenir a cristaliza¢do do agtcar em diversas
industrias de alimentos (SARIKA; NIRMALA, 2016). A formagao de misturas com a Goma
Arabica ¢ totalmente viavel, ja que esta ¢ compativel com carboidratos, proteinas e amidos
modificados, criando-se assim uma emulsio mais estdvel ¢ melhorando o processo de

formacao da capsula (WANDREY, BARTKOWIAK; HARDING, 2010).

A Goma Ardbica apresenta muitas caracteristicas que a tornam um material
encapsulante por exceléncia, principalmente pela sua solubilidade, sabor suave e alta
estabilidade oxidativa que ¢ de suma importancia quando aplicada a 6leos. Por outro lado, ela
possui alto custo e problemas com disponibilidade. Desta forma, a substituicdo parcial ou
total da Goma Arabica tem sido promovida e cada vez mais estudada (COSTA, 2013;

JAFARI; BEHESHTI; ASSADPOOR, 2012).
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2.4.1.2 Concentrados proteicos vegetais

As proteinas possuem caracteristicas importantes que as tornam emulsificantes de
qualidade para alimentos, isso se deve principalmente a sua natureza anfifilica. Essa natureza
lhes permite adsorver a superficie de gotas de Oleos e reduz a tensdo superficial. As
propriedades fisico-quimicas das proteinas podem influenciar nas taxas de adsor¢cdo na
interface Oleo-agua, isso porque os padroes de residuos hidrofobicos e hidrofilicos na
superficie das proteinas interferem na relagdo delas com a interface agua-6leo. As fragdes de
proteinas possuem propriedades funcionais distintas e que estdo relacionadas a formacao de
gel, biocompatibilidade, bioestabilidade, estabilidade térmica e emulsificacdo (XIONG et al,

2018; DELAHAIJE et al, 2013).

Materiais derivados de produtos naturais sdo amplamente investigados para aplicagoes
médicas, composi¢do de novos produtos alimenticios e cosméticos. A demanda por
concentrados proteicos vem crescendo a cada dia mais, por conta da sua funcionalidade, pelo
baixo prego e por serem potenciais ingredientes funcionais. Esses concentrados proteicos
podem ser subprodutos da produgado de alimentos de maior demanda de mercado. A utilizagdo
de subprodutos das industrias de alimentos torna-se uma alternativa sustentavel para o
aproveitamento de residuos, que outrora seriam descartados. Os concentrados proteicos
vegetais estdo se destacando nas industrias de alimentos, isso se deve ao aumento de uma
necessidade apresentada pelos consumidores por tecnologias “verdes” e pela pratica de dietas

restritivas (MALIK; SAINI, 2018; TANSAZ et al, 2018).

As proteinas animais sdo dispendiosas em relagdo ao preco de mercado de proteinas
vegetais, e necessitam de uma logistica complexa de producao e fiscalizagdo principalmente

pelos riscos de transmiss@o de doengas, como a encefalopatia espongiforme bovina. Dessa
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forma, o mercado vem sofrendo pressoes para o uso de matérias-primas sustentaveis e de
baixo custo (ENDRES, 2001). A substituicdo de proteinas animais requer ainda muitos
estudos e investimentos tecnologicos, a fim de se compreender melhor o comportamento, as

caracteristicas fisico-quimicas e as propriedades funcionais das proteinas.

O sucesso da utilizacdo de proteinas como material de parede depende das suas
propriedades funcionais ¢ ndo da sua qualidade nutricional. As propriedades funcionais
refletem como as proteinas irdo interagir com outros materiais. Essas propriedades estdo
relacionadas as caracteristicas fisicas, quimicas e conformacionais das proteinas. O
conhecimento da correlagdo entre estrutura e propriedades funcionais das proteinas ¢
fundamental para aplicagdo destas em sistemas alimentares. No entanto, ndo se deve
desconsiderar que as proteinas vegetais sdo altamente diversas e complexas (ALTSCHUL;

WILCKE, 2013).

Uma caracteristica importante das proteinas para aplicagdes industriais € a
solubilidade, que pode ser compreendida como uma quantidade de proteina em uma solucéo
ou dispersdo coloidal sob condigdes especificas sem que estas sofram sedimentagdo por
centrifugacdo. As proteinas vegetais possuem solubilidades distintas, por exemplo, as
globulares (globulinas) sdo muito soliveis, ja as proteinas constituintes de membranas e
estruturais sdo essencialmente insoliveis. H4 uma diversidade de proteinas vegetais, porém
existem classes expressivas como glutenina (solivel em solucdes alcalinas aquosas),
globulina (soltvel em solugdes salinas), albumina e prolamina (soluveis em agua e etanol,
respectivamente) (AMAGLIAN et al, 2017). De maneira geral, a superficie polar ou apolar
das proteinas determinara o grau de solubilidade, pois as intera¢des entre solventes e proteinas

ocorrem em residuos de aminoacidos da superficie da proteina.
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2.4.1.3 Concentrado proteico de soja

As sementes de soja possuem de 35 - 40% de proteinas das quais as mais abundantes
sd0: glicinina e beta-conglicinina (50 — 90%). A fragdo de glicinina (globulina 11S) tem peso
molecular 350 kDa quanto a beta-glicinina (globulina 7S) tem cerca de 70 kDa. As proteinas
da soja possuem diversas propriedades que auxiliam no processo de microencapsula¢do, como
por exemplo, elas apresentam boa solubilidade, boa adsor¢do de 4gua e de gordura, boa
estabilizacdo de emulsoes, geleificacdo, formagdo de espuma, boas propriedades filmogénicas

e organolépticas (RUIZ-HENESTROSA et al, 2007).

As caracteristicas das proteinas da soja podem ser alteradas pelo pH do meio, ou por
tratamentos térmicos, concentracdo de sais e outros ingredientes (6leos e carboidratos, por
exemplo) e pela porcentagem no nucleo ativo na mistura inicial. Varios autores relataram o
uso das proteinas de soja como material encapsulante (ORTIZ et al, 2009). A mistura de
proteinas de soja com carboidratos tém demonstrado melhor prote¢do ao nucleo, maior

estabilidade oxidativa e melhores condigdes de secagem (NESTERENKO et al, 2013).

2.4.1.4 Concentrado proteico de ervilha

As sementes de ervilhas possuem de 20% a 30% de proteinas, e destas as mais
abundantes sdo as globulinas, albuminas e glutelinas (CHEN et al/, 2019). Dentre as
globulinas tem-se a legumina, vicilina e convicilina. A legumina da ervilha representa a
fracdo 11S com massa molecular entre 350 kDa, a vicilina e a convicilina com fra¢do 7S e
massa molecular de aproximadamente 150 kDa (KOYORO apud NESTERENKO et al,

2013).
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As globulinas em especial possuem boas propriedades funcionais o que as tornam boas
opcdes de material de parede. As proteinas de grios de ervilha possuem boa capacidade de
formacao de gel e propriedade emulsificante (RAYMUNDO et a/, 2005). No entanto, quando
essas proteinas sdo associadas a carboidratos melhoram a solubilidade, aumentam a formacao
de espuma e tornam-se surfactantes. Essas misturas possibilitam a criagdo de emulsdes

estaveis, com melhor distribui¢do e maior eficiéncia na microencapsulagdo (LIU ez a/, 2010).

2.4.1.5 Concentrado proteico arroz

A quantidade de proteinas encontradas no arroz pode variar de acordo com o processo
empregado para a moagem dos graos em fragdes menores e pelas propriedades dos graos.
Desta forma, a fracdo proteica dos grdos de arroz pode variar de 6% até 15%. A fragdo
proteica dos graos de arroz é considerada hipoalergénica e hipocolesterolémica (JU;
HETTIARACHCHY, 2001). As quatro fragdes de arroz mais comuns sdo albumina que
apresenta boa solubilidade em agua, globulina que é soltivel em solugdes salinas, glutelina
que encontra boa solubilidade em meios acidos e prolamina que ¢ soluvel em alcool (SHIH,

2003).

Apesar da baixa solubilidade das proteinas de arroz, estas tém sido empregadas em
diversas areas da producdo de alimentos, formando suplementos nutricionais e esportivos. Em
outros casos, tem sido utilizadas como ingredientes de valor agregado & diversos produtos,
tornando-se uma alternativa as proteinas de leite e de soja (RECHE et al, 2010; AGOSTINI et
al, 2007; FIOCCHI et al, 2006; LASEKAN et al, 2006). As proteinas de arroz sdo obtidas a
partir de farelo de arroz, graos de arroz quebrados e dos residuos da extracdo de amido do
arroz. Assim, o processo torna-se menos dispendioso ¢ mais sustentavel (HOOGENKAMP;

KUMAGAY; WANASUNDARA, 2016).
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3.0 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver um novo produto através da microencapsulacdo do 6leo de castanha-do-
Brasil utilizando uma mistura de proteinas vegetais e goma aradbica como material de parede,
e eleger a melhor matriz polimérica para o encapsulamento do 6leo de castanha. Além de
avaliar a estabilidade oxidativa ¢ a qualidade fisico-quimica dos produtos gerados em

comparagdo ao oleo in natura.

3.2 Objetivos especificos

Extrair e caracterizar o 6leo de castanha-do-Brasil;

e (aracterizar os concentrados proteicos vegetais;

e Testar a microencapsulacdo por liofilizagdo do 6leo de castanha-do-Brasil com uma

mistura de goma arabica e trés tipos de concentrados proteicos de arroz, soja e ervilha;

e (Caracterizar por testes fisico-quimicos os produtos microencapsulados;

e Executar testes de vida de prateleira dos produtos microencapsulados e avaliar sua
estabilidade oxidativa em comparagdo ao Oleo in natura, além de realizar testes

microbiologicos.

e Eleger o melhor material de parede para a miroencapsulagdo do 6leo de castanha-do-
Brasil, ressaltando as diferencas no efeito protetor das microcapsulas ao o6leo de

castanha.
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4.0 MATERIAL E METODOS

4.1 Matéria-prima

A castanha-do-Brasil foi obtida em uma usina de beneficiamento do Estado do Para,
Lote CA008/18 data de fabricacdo: 11/06/2018. Este lote é composto pela reunido de
castanhas de trés regides diferentes do estado do Para, Wai-wai, Trombetas e Carapana. A
castanha-do-Brasil apresentou-se seca, sem casca, com pelicula e embaladas em sacos
aluminizados a vacuo (Figura 5). O processo de beneficiamento da castanha-do-Brasil ¢
realizado em etapas. Estas etapas possibilitam a caracterizagdo, a avaliacdo da qualidade, o
emprego de métodos de conservagdo e a classificacdo das castanhas recebidas de diversas
regides (PACHECO; SCUSSEL, 2006). A Figura 6 ¢ um fluxograma que demostra as etapas

do processo de beneficiamento da castanha.

Figura 5 - Castanha-do-Brasil

Fonte: Proprio autor (2018).
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4.1.1 Extragdo do 6leo de castanha-do-Brasil por prensagem a frio

A extracdo do 6leo foi realizada por prensagem a frio através de prensa mecénica com
as améndoas inteiras. Em seguida, o 6leo bruto ficou em repouso em frasco ambar e ao abrigo
da luz por 48 horas. Ao fim destas, o sobrenadante foi recolhido e a parte residual descartada.
O ¢leo de castanha-do-Brasil extraido ficou armazenado sob refrigeragdo e ao abrigo da luz

até o inicio das analises.

Figura 7 — Prensa mecanica utilizada para extra¢do do 6leo

Fonte: Proprio autor (2018).
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4.1.2 Caracterizagao fisico-quimica do 6leo

As determinacdes realizadas em analise de oleos e gorduras sdo geralmente
denominadas de indices, que expressam as propriedades fisico-quimicas destes. No presente
estudo, foi realizada a determinagdo do indice de perdxidos e de acidez titulavel (métodos
volumétricos) (AOAC, 2016). Além disso, pode-se analisar o d6leo quanto & presenca de
aflatoxinas e o seu potencial antifungico foi testado. Todos os ensaios foram realizados em

triplicata.

4.1.2.1 Determinacédo do indice de acidez titulavel

Pesou-se 2g do oleo de castanha-do-Brasil em frasco Erlenmeyer de 125 mlL.
Adicionou-se 25 mL da solugdo de éter:alcool (2:1) neutra. Posteriormente, com a adi¢do de 2
gotas de solugdo de fenolftaleina, foi realizada a titulagdo com solugdo de hidroxido de sddio
0,01M padronizada, até o surgimento da coloragdo résea (AOAC, 2016). A coloracdo

persistiu por mais de 30 segundos. O indice de acidez tituldvel foi determinado pela equagao:
Indice de Acidez=(V x F x 5,610) / P
Onde:

V =n°de mL de solugdo de hidroxido de sodio 0,1 M gasto na titulagao;
F = fator da solucdo de hidréxido de sodio;

P =n°de g da amostra.

4.1.2.2 Determinagdo do indice de peroxidos

Pesou-se 5 g do o6leo de castanha-do-Brasil em frasco Erlenmeyer de 125 mL.

Adicionou-se 30 mL da solugd@o de acido acético-cloroformio (3:2) e agitou-se a solugdo até a
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dissolugdo total do 6leo. Foram adicionados 0,5 mL de solucao saturada de iodeto de potassio
e toda a mistura foi colocada em repouso, ao abrigo da luz por aproximadamente um minuto.
Acrescentou-se 30 mL de agua destilada, titulou-se esta solugcdo com solugdo de tiossulfato de
sodio 0,01N em constante agitacdo, até que a coloragdo amarela tivesse quase desaparecida.
Adicionou-se 0,5 mL de solu¢do indicadora de amido ¢ continuou-se a titulagdo até o
completo desaparecimento da colorag@o azul. Foi realizada uma prova em branco nas mesmas

condicdes de analise. O indice de peroxidos foi calculado pela equacdo abaixo:
indice de peréxidos = ((A-B) x N x F x 1000) / P

A =n°de mL da solugdo de tiossulfato de sddio 0,1 (ou 0,01 N) gasto na titulagdo da amostra;
B =n° de mL da solugdo de tiossulfato de sodio 0,1 (ou 0,01 N) gasto na titulacdo do branco;
N = normalidade da solucdo de tiossulfato de sodio;

F = fator da solug¢@o de tiossulfato de sodio;

P =n°de g da amostra.

4.1.2.3 Determinacdo da densidade relativa

Para a determinacdo da densidade relativa foi utilizado picndmetro de vidro limpo e
seco. Primeiramente, foi pesado o picndmetro vazio, em seguida pesou-se com agua destilada
e por fim com oleo de castanha-do-Brasil (AOAC, 2016). O procedimento foi realizado em

triplicata. O valor da densidade da amostra foi obtido através da equacdo abaixo:
Densidade Relativa = M2-M0 / M1- M0

Onde:
MO= peso do picndémetro vazio;
M= peso do picndémetro com agua;

M2= peso do picndémetro com 0leo.
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4.1.3 Analises de aflatoxinas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

4.1.3.1 Extracao das Aflatoxinas

Para o primeiro teste (a) de extracdo das aflatoxinas do oleo de castanha-do-Brasil
bruto foi separada 50g do mesmo, e adicionou-se 250mL da solucdo metanol-agua (55:45) e
50mL de solugdo de acido cloridrico 0,1 N. A mistura foi agitada e centrifugada a 3000g por
15 minutos a 25°C. Posteriormente, realizou-se a filtracdo em papel Whatman n°1 e 50 mL do
filtrado foi recolhido em um funil de separacdo de 250 mL. Neste funil adicionou-se 50 mL de
solucdo de cloreto de sodio (10%) e toda a mistura foi agitada por 30 segundos. No final da
agitacdo acrescentou-se 50 mL de hexano, agitou-se a mistura e 25 mL da parte inferior foi
separada para outro funil de separagdo. Aos 25 mL da mistura adicionou-se 25 mL de
diclorometano (a extracdo com diclorometano foi realizada 3 vezes). O diclorometano foi
evaporado em banho-maria, adicionaram-se 200 pL. de hexano e 50 ulL de éacido
trifluoracético esta mistura ficou em repouso por 5 minutos. Ao final adicionou-se 1,950 uL
da solucdo de agua:acetonitrila (9:1), agitou-se por 30 segundos, novamente repouso por 10
minutos. A parte inferior foi separada em vial. Este método de extracdo foi com base nos
métodos 970:40 da AOAC (1990) aprovado novamente em 2000 (AOAC, 2016) e Magzoub
et al (2019).

Foi realizado um segundo teste (b) para a extragdo de aflatoxinas do 6leo de castanha-
do-Brasil, onde 10 pL do mesmo foi incubado por 7 dias a 25°C em placas de Petri contendo
meio Agar Extrato de Malte previamente esterilizado. Apés 7 dias, as colonias que
apresentaram crescimento foram repicadas para placas de Petri nas mesmas condi¢des
aplicadas anteriormente. Os meios com as coldnias fungicas foram cortados e transferidos
para um Erlenmayer de 250 ml. Neste adicionou-se 10 ml de metanol (grau HPLC), agitou-se

moderadamente esta mistura por 1 hora. Apds a agitagdo a mistura foi filtrada em gaze, o
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filtrado foi coletado com seringa e filtrado novamente em filtros millipor 0,45um e

adicionados em vial. Este método foi adaptado com base no descrito por Costa (2015).

4.1.3.2 Condig¢des cromatograficas

Uma curva padrdo de oito pontos foi obtida através de uma solucdo de trabalho
contendo as aflatoxinas B1, B2, Gl e G2. Para a deteccdo das aflatoxinas foi utilizada
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, com detector de fluorescéncia com excitacdo de
360 nm e emissdo de 440 nm, sistema de derivatizacdo Kobra-cell® para derivatizagdo pds-
coluna das aflatoxinas B1 e Gl, ligado a uma corrente de 100pA. Coluna XBridge™ C18,
Sum, 4,6x250mm foram empregadas para separa¢do dos compostos. A fase movel utilizada
foi composta por Acetonitrila: Metanol: Agua: KBr: HNO3 4M nas proporgdes
(15:20:65:198mg:585uL), em um fluxo de 0,8mL/min., com volume de injecdo de 40uL. Os
calculos para derivatizagdo pos-coluna (com Kobra-cell®) estio apresentados abaixo.
Quantidade de Aflatoxinas (ug/kg) =(CaxVixV;3)/ mxV;

Onde:

Ca = concentracdo da amostra obtida através da curva de calibragdo (ng/mL);
V1 = volume de extracdo da amostra (250 mL);

V2= volume do filtrado adicionado a coluna de imunoafinidade (10 mL);
V3= volume de retomada do extrato purificado (3 mL);

m= massa da amostra em kg.
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4.1.4 Avaliacdo da atividade antifingica

Para avaliacdo da atividade antifiigica do 6leo de castanha-do-Brasil, utilizou-se duas
cepas patogénicas Aspergillus fumigatus (P40M2) e Aspergillus Niger (P47C30) da colecdo
da Embrapa/RJ, isoladas a partir do solo e armazenadas em solugdo salina a 4°C. As amostras
fungicas foram cultivadas separadamente em placas de Petri contendo Agar Batata Dextrose
(PDA) e incubadas a 28 °C por 5 dias. Ao fim destes dias, foi realizada uma suave raspagem
da superficie das placas transferindo assim, as hifas e conidios para placas de Petri incubadas
nas mesmas condi¢cdes das apresentadas anteriormente. Inicialmente testou-se a atividade
antifungica do 6leo em sua concentragdo maxima sobre as duas cepas cultivadas, para entdo
posteriormente realizar testes de concentracdo minima inibitoria (CMI). Neste intuito, foram
colocados discos de papel de filtro de 6 mm, embebidos com 200 pl 6leo de castanha-do-
Brasil, em placas de Petri com meio PDA solidificado com as cepas de Aspergillus fumigatus
(P40M2) e Aspergillus Niger (P47C30) em cargas de até 10° UFC/mL. Estes foram incubados
por 5 dias a 28°C, posteriormente avaliou-se o crescimento das cepas ao redor do disco de

papel (OSTROSKY et al, 2008).

4.2 Concentrados proteicos

Os concentrados proteicos de arroz, ervilha e soja foram adquiridos por compra virtual
da empresa Growth Supplements Produtos Alimenticios Eireli (www.gsuplementos.com.br).

Foram realizadas analises para caracterizar os concentrados proteicos.
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4.2.1 Determinacao do teor proteico

A determinagdo de proteinas totais foi realizada pelo processo de digestdo Kjeldahl
(AOAC, 2016), e os ensaios efetuados em triplicata. Pesou-se 1g dos concentrados proteicos
em papel de seda. Transferiu-se este para um tubo digestor, adicionou-se 5 mL de acido
sulfurico e 2 g da mistura catalitica (94 g de sulfato de potassio e 5g de sulfato e cobre). Os
tubos foram levados ao bloco digestor em capela, até que a solugdo se se torna azul-

esverdeada. Deixou-se esfriar e posteriormente adicionou-se 10 mL de dgua destilada.

O tubo foi levado ao destilador automatico, onde se neutralizou a solugdo com 15 mL
de hidroxido de sodio 50%. O fruto da destilagdo foi recolhido em Erlenmeyer com 5 mL de
solugdo de acido borico 2% e o indicador misto (vermelho de metila e verde de bromocresol).
Titulou-se a solucdo com acido cloridrico 0,02N, até a coloracdo résea. O mesmo processo foi
realizado para uma prova em branco. Os valores para determinag@o nitrogénio das amostras

foram expressos em m/m de acordo com a equagdo abaixo:

Proteinas por cento m/m = ((Va-Vb) x N x F x 0,014 x 100) / PA

Onde:

Va = Volume de acido cloridrico gasto na titulagdo com a amostra;
Vb = Volume de acido cloridrico gasto na titulacdo do branco;

N = Normalidade de acido cloridrico;

F = Fator da solu¢do de acido cloridrico;

PA = Peso da amostra.
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4.2.2 Capacidade de absor¢ao de agua e de 6leo

Para avaliar a capacidade de absorcao de agua pesou-se 0,5g dos concentrados
proteicos em tubos graduados e adicionou-se 5 mL de agua destilada. Para a capacidade de
absorcdo de 6leo pesou-se 0,5g dos concentrados proteicos em tubos graduados e adicionou-
se 3 g de 6leo de castanha-do-Brasil. Todos os tubos foram deixados em repouso por 30
minutos a temperatura ambiente, em seguida foram centrifugados por 30 minutos a 2600 rpm.
A 4gua e o Oleo retidos apos a centrifugacdo foram considerados absorvidos. Separou-se o
sobrenadante e pesou-se apenas o sedimento do fundo (GLORIA; REGITANO-D’ARCE,

2000). A capacidade de absor¢ao de agua (CAA) foi calculada pela expressao:
% CAA=(PS/PA)x 100

Onde:
PS = Peso do sobrenadante em gramas;

PA = Peso da amostra seca em gramas.

A capacidade de absor¢@o em 6leo (CAO) foi calculada pela expressdo:
% CAO=(PS/PA)x 100

Onde:
PS = Peso do sobrenadante em gramas;

PA = Peso da amostra seca em gramas.
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4.2.3 Potencial Zeta

O valor do potencial Zeta ¢ medido indiretamente, com uma estimativa do potencial na
superficie de moléculas através da mobilidade eletroforética. Para tanto, uma suspensdo
coloidal de concentrado proteico e agua (aproximadamente 1:10), foi posta em uma cuba com
dois eletrodos e aplicou-se um potencial elétrico a suspensdo. Este processo foi realizado no
equipamento Zeta Sizer Malvern® que pertence ao Laboratorio de Inovagdo e
Desenvolvimento em Tecnologia Farmacéutica (LIDETEF — UFAM). O procedimento foi

realizado em triplicata.

4.2.4 Solubilidade em agua

Pesou-se 1g dos trés concentrados proteicos a serem utilizadas como material de
parede e adicionou-se 50 mL de agua destilada. O pH foi ajustado nas faixas de 2 a 12 com
acido cloridrico 0,IN ou hidréxido de sodio 0,IN a 25 °C. Apoés 10 minutos, o pH foi
conferido e quando houve necessidade o mesmo foi reajustado. A solugdo permaneceu em
agitacdo por 40 minutos, as amostras foram centrifugadas a 2600 rpm por 15 minutos. Do
sobrenadante foram recolhidos 5 pl, para a determinacdo da concentracdo de proteinas pelo
método de Bradford (1976). Para tanto, foi adicionado 200 pl do reagente padrao em placas
de 96 pogos e a mistura ficou em repouso por 15 minutos ao abrigo da luz. Logo apo6s a leitura
foi realizada em espectrofotdmetro a 595 nm. Este método foi adaptado de Gloria e Regitano-
D’arce (2000) e os ensaios foram realizados em triplicatas. O percentual de solubilidade

proteica foi determinado pela seguinte equacao:

% solubilidade = (CP, / CPy) x 100
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Onde:
CP, = Concentragdo de proteinas encontrada em cada ponto de pH;

CP; = Concentragdo de proteinas encontrada em agua destilada.

Para a avaliacdo da solubilidade e da dispersdo dos concentrados proteicos em agua,
foi realizada uma comparacdo com a mistura destes com goma arabica. Foram feitos dois
testes: (a) 5g de cada concentrado proteico foi solubilizado em 50 mL de agua destilada; (b) 2
g de cada concentrado proteico foram solubilizados em 50 mL de agua destilada com 3g de
goma arabica. As misturas (a) e (b) foram colocadas em provetas de 50 mL separadamente, a
temperatura ambiente, em local plano e longe de vibragdes. O aspecto macroscopico da

separagdo de fases foi observado 24 horas apos.

4.3 Preparo das Emulsoes

Inicialmente, 75 g de goma arabica foram diluidos em 350 mL é4gua destilada. Esta
mistura permaneceu em repouso por 12 horas em ambiente refrigerado (aproximadamente -
10°C). Posteriormente, foi adicionado 25g de o6leo e 50g dos concentrados proteicos ¢ as
misturas foram homogeneizadas em Homogeneizador Digital Ultra-Turrax® por 5 minutos a
10.000 rpm. As proporc¢des de material de parede e do 6leo foram utilizadas de acordo com
adaptacoes dos trabalhos de Azeredo (2008) e Costa (2013). Estas propor¢des estdo explicitas

na Tabela 3.
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Teste * | Oleo de Castanha | CPS | CPE | CPA GA Agua
CPS + GA 5% 10% - - 15% 70%
CPE+ GA 5% - 10% - 15% 70%
CPA+ GA 5% - - 10% 15% 70%

Tabela 3 - Identificagdo dos testes com suas respectivas composi¢des

* CPA+ G = concentrado proteico de arroz e goma arabica, CPS+G= concentrado proteico de soja e goma

arabica e CPE+ G = concentrado proteico de ervilha e goma arabica.

4.4 Caracterizacao da Emulsao

4.4.1 Estabilidade da emulsdo

Para avaliar a estabilidade da emulsdo utilizou-se o protocolo de Sarkar (2011), com

algumas modificagdes. Imediatamente ap6s o preparo das emulsoes, aliquotas de 25 mL de

cada amostra foram transferidas para provetas graduadas de 25 mL, seladas, estocadas em

local plano e longe de vibragdes, a temperatura ambiente por 7 dias. A estabilidade foi medida

através equacdo abaixo:

Estabilidade da Emulsao (%) =1 -(V/ V) *100

Onde:

V = volume de separacdo de fase;

V. = o volume total da solugéo.



59

4.4.2 Reologia das emulsdes

O comportamento reoldgico das emulsdes e suas respectivas viscosidades foram
analisados através da determinagdo das curvas de escoamento, em um redmetro oscilatorio
MARS (Thermo Haake, Duisburgo, Alemanha). As medidas foram feitas em triplicata, em
geometria de Placa paralela de 60 mm de diametro, com temperatura controlada a 25° C e
Gap de 0,5 mm. As emulsdes foram avaliadas 24 horas apds o preparo. Utilizando-se um
intervalo de taxa de deformacdo de 0 — 300 s, e tensdo de 0 — 20 (Pa). Os reogramas obtidos
foram avaliados de acordo com modelos matematicos empiricos e a viscosidade aparente das

emulsdes foi calculada com a relag@o entre a tensdo (o) e a taxa de deformacao (y).

4.5 Liofilizacao

As emulsdes foram previamente congeladas a - 20°C por 15 horas, estas passaram pelo
processo de liofilizacdo no Laboratdrio de Abertura de Amostra e Ensaios Quimicos, Central
Analitica, Universidade Federal do Amazonas, em um liofilizador CHRIST, modelo Alpha 1-
2 LD plus. O processo foi realizado sob pressao 1,3 x 10" mbar com temperatura de cAmara
de secagem a — 30°C.

Apbs o processo de liofilizacdo o rendimento da microencapsulacdo do oleo de
castanha-do-Brasil foi calculado pela razdo entre o total de pd produzido e quantidade de

material seco contido na emulsao.
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4.6 Caracterizaciao das microcapsulas

4.6.1 Molhabilidade

A molhabilidade dos pés produzidos a partir da liofilizacdo das emulsdes explicitas na
Tabela 3, foi realizada pelo método descrito por Fuchs et al. (2006) e adaptado por Felix
(2014). Onde se pesou 1 g de cada p6, que foi polvilhado sobre a superficie de 100 mL de
agua destilada a temperatura ambiente e sem agitagdo. O tempo necessario para as particulas
do po desaparecerem da superficie da agua foi medido através de um cronémetro digital. Os

ensaios foram realizados em triplicata.

4.6.2 Higroscopicidade

A higroscopicidade dos pods obtidos foi realizada de acordo com o método descrito por
Felix (2014) com algumas modificagdes. As amostras de cada pd foram colocadas em
recipiente com uma solugdo saturada de cloreto de sodio (75,29% de umidade relativa), a 25 °
C por 7 dias. Em seguida, as amostras foram pesadas, e higroscopicidade foi determinada

como a massa, em gramas, da umidade absorvida por 100 g de solido seco (%).

4.6.3 Analise Termogravimétrica

A estabilidade térmica das microcapsulas de 6leo de castanha-do-Brasil foi avaliada
em aparelho de analises termogravimétricas automatico de multiplas amostras TGA-200 Las
Navas Instrumentes (Carolina do Sul, Estados Unidos da América). As andlises foram

realizadas sob atmosfera de nitrogénio a uma vazdo de 100 mL.min™', com aquecimento de 25
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a 550 °C, com uma razio de aquecimento de 10 °C.min". Foram utilizadas 0,5g de cada

produto microencapsulado para realizagdo das analises e estas foram efetuadas em triplicata.

4.6.4 Analise da microestrutura

O estudo da morfologia externa das diferentes microcapsulas de dleo de castanha-do-
Brasil foi realizado através de microscopia eletronica de varredura (MEV). As amostras foram
montadas em “stub” e metalizadas com ouro em equipamento BAL-TEC modelo SCD 050. A
observagdo e captura de imagens foram realizadas em microscopio eletronico de varredura
(MEV) modelo LEO 435 VP da Zeiss, no Laboratorio Tematico de Microscopia Eletronica do

Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA).

4.6.5 Analise de tamanho de particulas

A distribuicdo do tamanho das particulas dos pods secos foi determinada em um
analisador de particulas a laser MICROTRAC S3500 (Microtrac Inc., Montgomery Ville,
USA). A analise foi conduzida em triplicata utilizando alcool isopropilico como dispersante
(indice de refracdo de 1,377). As analises foram realizadas no Laboratorio de Analises Fisicas

da Planta IV da Embrapa Agroindustria de Alimentos.

4.6.6 Eficiéncia de encapsulacao

A quantidade de 6leo superficial foi quantificada de acordo com o método descrito por
Bae e Lee (2008), com algumas modificacdes. Um grama aproximadamente dos produtos
liofilizados foram misturados a 10 mL de hexano em frascos de vidro com tampa. Estes foram

agitados manualmente por 2 minutos, a temperatura ambiente para extracdo do 6leo livre. A
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mistura foi filtrada em papel Whatman n° 1. O p6 coletado foi lavado com 10 mL de hexano e
exposto ao calor em estufa (60°C), para evaporacdo do solvente retido em papel, até alcancar
o peso constante. A quantidade de 6leo superficial foi expressa pela relacdo de massa inicial e

final, determinada pela equagdo abaixo:
EE% = ((OT -0S)/0T)x 100

Onde:
EE% = ¢ a eficiéncia de encapsula¢do em percentual;
OT = ¢ a quantidade de 6leo total em gramas;

OS = ¢ a quantidade de 6leo superficial em gramas.

4.6.7 Avaliacdo da citotoxicidade

A citotoxicidade dos produtos gerados foi testada pelo método descrito por Ahmed et
al (1994) e adaptado pelo Laboratorio de Atividade Bioldgica (BIOPHAR), da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas (UFAM). Foi realizado o teste Alamar Blue para analisar a
viabilidade celular de células da linhagem ndo neoplasica de fibroblasto de pulmao humano
MRC-5 na presenga dos encapsulados de 6leo de castanha e do 6leo in natura, em diferentes
concentragcdes. As células foram cultivadas em garrafa de cultura com meio DMEM alta
glicose completo. Estas foram transferidas para placas de 96 pogos na concentragao celular de
0,5 x 10* células/pogo. A placa foi entdo mantida em cultura por 24 h em incubadora a 37 °C
com atmosfera de 5 % de CO,. Ao fim deste periodo, foram adicionadas as amostras nas
concentragdes 1.56, 3.12, 6.25, 12.5, 25 ¢ 50 pg/mL ¢ a placa permaneceu em cultura por 24
horas nas mesmas condigdes. O controle negativo recebeu no poco somente meio de cultura e
como controle positivo de farmaco padrdo de morte foi utilizado Doxorrubicina nas

concentragdes de 0.312, 0.625, 1.25, 2.5, 5, 10 e 20 uM. Decorrido 24h de tratamento, foi
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acrescentado 10uL da solucdo de uso de Alamar Blue (solugdo estoque 0,4% -1:20 em meio
de cultura sem soro fetal bovino) em cada pogo da placa. Apos 3 h de metabolizacdo de
exposicdo ao Alamar Blue, retirando da estufa meia hora antes do término, a fluorescéncia foi

medida usando-se um leitor de microplaca Elisa (marca Beckman e Coulter).

4.6.8 Avaliacdo da atividade antioxidante celular

Foi avaliada a atividade antioxidante dos produtos gerados pela liofilizagdo do 6leo
de castanha com os diferentes materiais de parede, em comparacdo ao 6leo de castanha in
natura. A avaliacdo da atividade antioxidante celular foi realizada utilizando a metodologia
descrita por Wolfe e Liu (2007), com algumas modificagdes. Esta metodologia baseia-se na
detec¢do da producdo de espécies reativas de oxigénio intracelular utilizando o composto
fluorescente: 2'7'-dicloro-fluoresceina-diacetato (DCFH-DA). Foram utilizadas células da
linhagem MRC-5 semeadas na concentragio de 6 x 10* células/pogo em 100 pL de meio de
crescimento e incubados por 24h. Posteriormente, o meio de cultura foi removido e os pogos
foram lavados com PBS. Em seguida, foi preparada uma solugdo a 25 uM de DCFH-DA
dissolvido em tampao Hank’s e os pos secos foram adicionados a esta solucdo de acordo com
as concentragdes previamente estabelecidas (6,25pg/mL, 12,5 pg/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL e
100 pg/mL). Foram adicionados 100 pL dessa dilui¢do aos pocos da placa e estes foram
incubados durante 60 minutos a 37°C e 5% de CO,. Os pocos foram lavados novamente com
PBS, e logo em seguida foi preparada uma solu¢do de AAPH (Dicloridrato de 2,2 Azobis 2-
metilpropionamida) a 600 uM dissolvida em tampdo Hank’. 100 pL dessa solucdo foram
adicionadas aos pogos e¢ em seguida foi realizada a leitura da placa com a fluorescéncia
mensurada imediatamente no comprimento de onda de excitacdo 485 nm e de emissdo 520

nm durante 60 minutos em intervalos de 5 min. Os controles com ¢ sem DCFH-DA foram
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preparados e submetidos a processos analogos. Quercetina foi utilizada como controle
positivo da atividade antioxidante. Esse processo foi realizado no Laboratorio de Atividade

Biologica (BIOPHAR), da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (UFAM).

4.7 Caracterizacio e estabilidade dos produtos microencapsulados

Para avaliar a qualidade, o nivel de degradacdo e o comportamento dos produtos gerados
pela microencapsulagdo do 6leo de castanha-do-Brasil em comparagdo ao 6leo in natura,
foram efetuados testes fisico-quimicos por um periodo de 42 dias. As amostras foram

armazenadas a 25°C sob abrigo da luz. As analises realizadas estdo dispostas na Tabela 4.

Tempo de armazenamento em dias

Analises
0 7 14 21 28 35 42
Indice de Acidez Titulavel X X X X X X X
Atividade de Agua X X X X X X X
Indice de Peréxidos X X X X X X X
Umidade X X X X X X X
Cromatografia Gasosa X X X
Microbiologia X X X

Tabela 4 — Descri¢do das analises durante o tempo de armazenamento do dleo in natura e encapsulado

4.7.1 Umidade

Para o calculo do teor de umidade, a massa de so6lido seco (dos produtos liofilizados)
foi levada a estufa a 105°C por 6 horas em formas de aluminio, previamente taradas, até o
peso constante, de acordo com as normas estabelecidas pela AOAC (2016). Procedimento foi

realizado em triplicata.
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4.7.2 Atividade de agua (a v)

A atividade de agua é dada pela razdo entre a pressdo de vapor de agua do produto e a
pressdo de vapor de dgua pura a mesma temperatura. A determinacdo da atividade de agua

dos produtos liofilizados foi realizada a 25°C em triplicata no aparelho AquaLab 4TEV.

4.7.3 Cromatografia gasosa

Para as analises cromatograficas as amostras liofilizadas foram submetidas a extracao
do o6leo de castanha-do-Brasil. Aproximadamente 1 g de cada produto liofilizado foi
adicionado a 10 mL de cloroférmio, a mistura permaneceu em banho ultrassonico por 10
minutos. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 6500 rpm a temperatura ambiente

e uma aliquota de 50ul do 6leo sera separada para analise cromatografica.

Todas as amostras serdo submetidas a derivatizagdo, sendo convertidos aos seus
respectivos ésteres metilicos, de acordo com o método HARTMAN e LAGO (1973) adaptado
pelo Laboratorio de dleo graxos da Embrapa Agroindustria de Alimentos. Inicialmente as
amostras foram fundidas a 60°C em banho termostatico e homogeneizadas manualmente.
Pesou-se 0,1g de cada amostra em tubos falcon de 50 mL, adicionaram-se 1,5 mL de solugéo
potassa metanoélica 0,5M e todos os tubos foram colocados em banho termostatico a 60°C por
5 minutos. Posteriormente, os tubos foram agitados trés vezes em vortex por 15 segundos.
Adicionou-se 4,5 mL do reagente de esterificagdo (acido sulftirico, cloreto de aménio e
metanol) e tubos foram levados ao banho termostatico por 5 minutos a 60°C. Os tubos foram
agitados duas vezes em vortex por 15 segundos. Adicionou-se 10 mL de hexano em cada tubo

e agitou-se duas vezes em vortex por 15 segundos. Adicionou-se mais 10 mL de agua



66

destilada e agitou-se duas vezes em vortex por 15 segundos. Ao fim 2 mL da fase superior foi

transferida para vial de cromatografia gasosa.

Os ésteres metilicos resultantes da derivatizagdo das amostras foram analisados em
equipamento Agilent 7890, que contém um detector de ionizagdo por chama operando a
280°C. A analise foi realizada em coluna capilar HP FFAP (25 m x 0,2 mm x 0,30um). A
temperatura inicial foi 150 °C, de 150 a 180 °C com taxa de 30 °C/min, de 180 a 200 °C a 20
°C/min, de 200 a 230 °C a 3 °C/min e na temperatura final de 230 °C por 10 minutos.
Utilizou-se variagao de pressao inicial 15 psi por 10 min, de 15 a 25 psi com taxa de 5 psi/min
e pressdo final de 25 psi por 11 minutos. Foi injetado 1 uL. de amostra em injetor aquecido a
250 °C operado no modo de divisdo de fluxo de 1:50. Realizou-se a identificacdo por
comparac¢do dos tempos de retengdo com os padroes da NU-CHEK PREP, Inc, (Elysian, MN)

¢ a quantificacdo foi realizada por normalizagdo interna.

4.7.4 Analises microbioldgicas

4.7.4.1 Mesofilos

Para a contagem de mesofilos nos produtos armazenados, foi realizada previamente
uma diluicao seriada dos produtos liofilizados e do 6leo in natura até a concentracdo 107, em
tubos contendo 9 mL de agua peptonada 0,1%. Desta mistura foi coletado 1 mL e transferidos
separadamente para placas de Petri estéreis, e adicionou-se aproximadamente 12 mL de Agar
Padréao para Contagem (PCA) previamente fundido e resfriado a 44 - 46°C, a placa foi agitada
lentamente em superficie plana. A incubagdo ocorreu em placas invertidas e acondicionadas a

35 £ 1°C de 24 as 48h (SILVA; JUNQUEIRA; SILVEIRA, 2001). A contagem das unidades
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formadoras de colonias (UFC) ocorreu em um contador de colonias manual Modelo CP 608

(Phoenix-Luferco, Araraquara SP).

4.7.4.2 Contagem de bolores e leveduras

Para a contagem de bolores e leveduras nos produtos armazenados, foi realizada
previamente uma diluigdo seriada dos produtos liofilizados e do oleo in natura até a
concentragio 107, em tubos contendo 9 mL de 4gua peptonada 0,1%. Desta mistura foi
coletado 1 mL e transferidos separadamente para placas de Petri estéreis, e adicionou-se
aproximadamente 12 mL de Agar Batata Dextrose (PDA) previamente fundido e resfriado a
44 - 46°C, a placa foi agitada lentamente em superficie plana. A incubacdo ocorreu em placas
invertidas ¢ acondicionadas a 25 = 1 °C de 3 a 5 dias (SILVA; JUNQUEIRA; SILVEIRA,
2001). A contagem das unidades formadoras de colonias (UFC) ocorreu em um contador de

colonias manual Modelo CP 608 (Phoenix-Luferco, Araraquara SP).

4.7.5 Determinagao do indice de perdxidos e da acidez titulavel

A fim de se perceber diferengas significativas que alteram a estabilidade quimica do
6leo de castanha-do-Brasil, foram realizadas analises de determinagdo da acidez titulavel
(descrito no item 4.1.3.1) e de peroxidos (descrito no item 4.1.3.2). Para tanto o 6leo de
castanha-do-Brasil encapsulado foi extraido com cloroféormio. Cerca de 2 g dos produtos
foram adicionados a 20 mL de cloroférmio em banho ultrassénico por 10 minutos.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 6500 rpm a temperatura ambiente e uma

aliquota foi separada para as determinagdes da acidez titulavel e de peroxidos.
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4.8 Analises Estatisticas

Com intuito de perceber diferengas significativas nos dados apresentados, estes foram
analisados por Anélise de Varidncia (ANOVA), e Teste de Tukey Student em nivel de 5%,
para perceber diferencas entre as médias apresentadas. Para tanto, foi utilizado o Software

Excel® e programa estatistico R®.
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5.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacio fisico-quimica do 6leo de castanha-do-Brasil

O ¢6leo de castanha-do-Brasil foi obtido através de prensagem a frio de 990 gramas das
sementes inteiras, gerando 510 gramas de o6leo bruto (51,5% de rendimento). A Tabela 5
mostra os resultados para as analises de indice de perdxidos, indice de acidez titulavel e
densidade do oleo bruto de castanha-do-Brasil. Os valores de acidez e peroxidos sdo
parametros referenciais que atestam a qualidade e a seguranca alimentar do 6leo (SANTOS et
al, 2015). Os valores encontrados para estes parametros estdo dentro da faixa estabelecida
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), para 6leos ndo refinados e

prensados a frio (BRASIL, 2005).

Parametros Valores Obtidos Va} orres.
Aceitaveis
Indice de acidez
1,3+0,13 Maximo 4,0
(mgKOH/g)
Indice de perdxidos
1,3+0,15 Maximo 15,0
(meq/Kg)
Densidade Relativa 0,876 + 0,00 =¥

Tabela 5 - Resultados dos testes fisico-quimicos do 6leo bruto de castanha * Sem determinacéo

Os valores experimentais encontrados para os indices de acidez e peroxido indicam
um bom estado de conservacdo das sementes e consequentemente do 6leo. Além disso, esses
valores demonstram que o processo de extragdo do 6leo ndo causou danos oxidativos. Valores
superiores aos encontrados neste estudo foram relatados por Schons er a/ (2017), ao

caracterizarem o Oleo de castanha extraido por ultrassom. No entanto, mesmo que superiores
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estes valores apresentaram-se abaixo do que preconiza a legislagdo, de forma geral confirmam
a qualidade do processo de extragdo empregado neste trabalho. A extracdo do 6leo de
castanha-do-Brasil por prensa hidraulica ou mecénica ¢ a maneira mais comum de se obter
este subproduto da castanha, além de ser econdmico e pratico, preservando as caracteristicas

originais do produto (SANTOS et al, 2012; RODRIGUES et al, 2005).

5.1.1 Analises de aflatoxinas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As analises realizadas para a deteccdo de aflatoxinas revelaram que o 6leo obtido
através da prensagem a frio das sementes inteiras, utilizado neste estudo, ndo apresentou
valores considerados toxicos destas micotoxinas (Tabela 6). Essas aflatoxinas sdo metabolitos
secundarios de fungos, sobretudo, das espécies Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus.
Dependendo da dose, do estado nutricional, da idade e do género essas aflatoxinas podem
levar ao surgimento de um nimero considerdvel de patologias. As AFB1, AFB2, AFGI e
AFQG2 sdo as mais estudas, e as seguidas do niimero 1 sdo consideradas as com maior poder

toxinogénico e carcinogénico (HEDAYATI et al., 2007; TEXEIRA, 2008).

O limite de deteccao (LD) utilizado nas analises de aflatoxinas foi de 0,5 pg para cada
Kg de amostra. No presente estudo, ndo se detectou valores acima do limite de detecgdo para
nenhuma das amostras independente do método de extragdo (a ou b) utilizado (Tabela 6).
Apesar de a legislacdo brasileira vigente (Brasil, 2011) ndo tratar de valores para 6leo de
castanha, os resultados das analises comprovaram a qualidade do produto. Vale ressaltar que,
estes resultados atestam a qualidade da matéria-prima e consequentemente dos produtos

gerados a partir dela, ndo oferecendo riscos a saude.
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Magzoub et al (2019) utilizaram o método de extragdo (a) para detectar aflatoxinas em
amostras de oOleo de amendoim descontaminadas, perceberam uma reducdo dos niveis
detectados ao aplicar o tratamento. Esse resultado confirma a eficacia do método de extracdo
aplicado neste trabalho. Idris ez a/ (2010) ao utilizarem o mesmo método de extragdo em 6leos
comestiveis do Suddo, detectaram niveis distintos de aflatoxinas, o que atesta a qualidade do
método empregado. A investigacdo de contaminantes em castanha-do-Brasil ¢ comum, pois o
processo de produgdo extrativista pode levar a contaminagdes por agentes microbioldgicos
que produzem aflatoxinas, gerando assim a contaminag@o da castanha (ALVARES, 2011). A
avalia¢do da presenca de aflatoxinas no 6leo de castanha realizada neste trabalho confirma a
qualidade do mesmo, uma vez nem as castanhas tampouco o 6leo passou por processos de

purificagao.

Método de extragio Aflatoxinas (ug/kg)

AFG1 AFG2 AFBI1 AFB2

Teste A ND* ND* <LD** | <LD**

Teste B ND* ND* ND* ND*

Tabela 6 — Detecgao de aflatoxinas extraidas do 6leo por dois métodos distintos

*ND = ndo detectado e **LD = limite de deteccao (0,5 pg/Kg).

5.1.2 Avaliacdo da atividade antifingica

O teste de atividade antifungica foi realizado inicialmente em discos estéreis com 200
pl do oleo de castanha-do-Brasil, se caso houvesse formacdo do halo de inibicdo,
posteriormente seria realizado um teste de concentrag@o inibitoria. No entanto, percebe-se na

Figura 8 que ndo houve formacdo de halo de inibi¢ao, para as cargas fungicas testadas ao fim
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dos 5 dias de incubagdo, indicando que o 6leo de castanha ndo apresenta atividade antifugica

contra as espécies Aspergillus fumigatus e Aspergillus niger.

1 2
10 UFC/ mL 10" UFC/ mL 10  UFC/ mL

Aspergillus Niger

1 2
10 UFC/ mL 10 UFC/ mL 103UFC/ mL

Figura 8 — Teste de atividade antifingica Aspergillus niger e Aspergillus fumigatus

5.2 Caracterizacao dos concentrados proteicos

5.2.1 Determinagao do teor proteico

Para cada concentrado proteico (Arroz, Ervilha e Soja) foram realizadas analises de
determinagdo do teor proteico total. Os resultados foram: Soja — 73,8 (% N x 6,25); Ervilha —
71,0 (%N x 6,25); Arroz — 69,1% (%N x 5,95). Segundo a Resolugdo RDC n°® 268, de 22 de
setembro de 2005 (BRASIL, 2005), os valores encontrados caracterizam esses produtos como

concentrados proteicos. Silva (2019) ao avaliar a composicdo centesimal do concentrado
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proteico de arroz e de ervilha encontrou teores de proteinas proximos aos obtidos neste estudo
para ervilha e superiores para arroz. Neste trabalho, Silva (2019) percebeu que a composi¢ao
quimica da matéria-prima inicial pode afetar a composicao final do extrato proteico. A relacao
entre os componentes da matéria-prima e o extrato proteico foi percebida em um trabalho com
sementes de chia, indicando haver diminuicdo nos rendimentos pela correlagdo entre as
proteinas e lipideos (COELHO; SALAS-MELLADO, 2018). No entanto, as quantidades de
proteinas obtidas neste estudo, para os produtos adquiridos, ndo inviabilizam o uso destes
como material de parede em pesquisas de encapsulacdo de compostos (LE PRIOL et al,

2019).

5.2.2 Capacidade de absor¢do de 6leo e de agua

Os valores obtidos pelos testes de capacidade de absor¢do de agua e de dleo revelam o
grau de hidrofobicidade das moléculas. Os valores encontrados para os concentrados
proteicos utilizados neste estudo (Tabela 7) exibem uma maior absor¢do de agua do que de
6leo (Tabela 7) para todas as amostras. Para os valores de absor¢do de dgua pode-se perceber
pelo teste ANOVA (Anexo 8.1) que houve diferenga significativa entre os concentrados
proteicos, indicando capacidades distintas de absorcao de dgua entre estes. Os concentrados
proteicos vegetais apresentaram absor¢do de 6leo consideraveis (Tabela 7), o teste ANOVA
(Anexo 8.1) demonstrou que houve diferenca significativa em pelo menos um dos valores em
comparagcdo aos demais. Isto indica que os concentrados proteicos utilizados possuem
também capacidades distintas de absorcdo de oOleo. Pelos resultados apresentados, o
concentrado proteico com melhores absorcdes de agua e 6leo foi o de soja. Estes resultados

corroboram com os apresentados na literatura, que relata valores de absorcdo de agua
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(447,6%) e 6leo (133%) para concentrado proteico de soja (GLORIA; REGITANO-D’ARCE,

2000).

Cavalcanti, Bora e Carvajal (2009) relataram a importancia da capacidade de absor¢ao
de agua e de 6leo que as proteinas ou alimentos proteicos possuem. Estes indices influenciam
diretamente a estabilidade da emulsdo, pela interagdo da interface agua-proteina-6leo. Além
disso, a relagdo de afinidade entre proteina e a dgua estd diretamente ligada a textura,
viscosidade e geleificacdo. A hidrofobicidade das proteinas ocupa o principal papel na
absorcdo de o6leo e favorece a utilizagdo de alimento proteico na produgdo de carnes

emulsionadas, linguigas, salsichas, patés, bolos e massas.

Concent.rados % CAA* % CAO* Potencial Zeta
proteicos (mV)
Soja 420+ 3,3 155+3,1 -30,6+0,31
Ervilha 327+2,0° 131+32"  -31+026
Arroz 193 +£3,6° 159+49" -204+0,26

Tabela 7 — Valores médios de capacidade de absor¢do de agua (% CAA), de dleo (% CAO) e Potencial
Zeta dos concentrados proteicos

*Letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente (p < 0,05)

5.2.3 Potencial Zeta

O potencial Zeta dos concentrados proteicos foi mensurado a fim de se obter o
perfil aproximado das cargas superficiais das proteinas, que podem influenciar na
estabilidade das emulsdes. De acordo com as analises realizadas, para cada concentrado
proteico foi gerado um valor médio de trés ensaios (Tabela 7). Esses valores expressam
um baixo potencial das proteinas destes grupos em manter a estabilidade das emulsdes.
Gomes (2018) relatou que valores proximos de -30 mV sio instaveis e podem flocular,

precipitar e até mesmo separar fases, aumentando assim a probabilidade de agregacao.
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Valores mais negativos que -30 mV sdo os que indicam carga suficientemente alta, para
que ocorra repulsdo das particulas mantendo a estabilidade das emulsdes (MALVERN,
2004). Esses resultados demonstram a baixa capacidade que esses concentrados
proteicos possuem de formar emulsdes estaveis, o que pode influenciar diretamente na

eficiéncia de encapsulamento.

5.2.4 Solubilidade em agua

Neste estudo, foi avaliado o efeito do pH na solubilidade dos concentrados proteicos
vegetais. Todos os concentrados proteicos vegetais estudados apresentaram baixa solubilidade
(< que 40%), porém com perfil bem similar (Figura 9). Withana-Gamege (2011) e Le Priol et
al, (2019) demonstraram que alguns isolados proteicos apresentavam perfil de solubilidade
em forma de U, e associaram este perfil a fracdo solivel possivelmente presente nestes
isolados. Neste estudo, foram utilizados concentrados proteicos, com teor proteico menor que
nos estudos supracitados, além disso, os distintos processos de extracdo podem alterar as
fragdes soluveis de cada concentrado proteico. O que pode justificar a baixa solubilidade e o

perfil grafico encontrados neste estudo.

Para melhorar a solubilidade da proteina de ervilha, por exemplo, Chen et al (2019)
aplicaram testes térmicos e perceberam maior solubilidade e estabilidade da emulsdo quando
as proteinas sofreram aquecimento na faixa de 85 a 90°C. Os tratamentos térmicos podem
expor regides hidrofobicas das proteinas, o que aumenta sua estabilidade na emulsdao (PENG
et al, 2016). Em contrapartida, Labuschagne (2018) relatou a baixa solubilidade de proteinas

vegetais em agua fria, o que corrobora com os resultados encontrados neste estudo. Essa
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desvantagem pode ser contornada com a associagdo destes concentrados proteicos a

carboidratos (RUSLI; SANGUANSRI; SANGUANSRI, 2006).
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Figura 9 — Grafico de solubilidade dos concentrados proteicos

CPA = concentrado proteico de arroz, CPS concentrado proteico de soja e CPE = concentrado proteico de
ervilha.

Os resultados obtidos caracterizaram os concentrados proteicos utilizados neste
estudo, e sugerem que estes concentrados isoladamente formam emulsdes instaveis, o que
poderia prejudicar a eficiéncia de encapsulacdo do 6leo de castanha-do-Brasil. Desta forma,
realizou-se a adicdo de goma arabica nas emulsdes para garantir maior eficiéncia de
encapsulacdo. A associacdo de carboidratos e proteinas em processos de microencapsulacdo ¢
comum, podendo gerar aumento da capacidade emulsificante e filmogénica (RUSLI;

SANGUANSRI; AUGUSTIN, 2006).



77

Com intuito de se perceber diferencas macroscopicas da separagdo de fases dos
concentrados proteicos em agua, estes foram solubilizados na presenca e na auséncia de goma
arabica. Foi realizado registro no tempo inicial e 24 horas depois. As imagens (Figura 10)
mostram que em todos os testes houve menor formagao de precipitado na presenca de goma

arabica. Indicando assim maior estabilidade da mistura na presenca deste carboidrato.

Ervilha tempo 0
]
T

Arroz 24 horas

Figura 10 — Aspecto macroscopico de separacdo de fases das misturas dos concentrados proteicos e
goma arabica apds 24 horas

A=Concentrado proteico + agua; B=Concentrado proteico + dgua + goma arabica

Os resultados apresentados pelo aspecto macroscopico da separacdo de fases (Figura
10) demonstra a solubilidade destes concentrados proteicos, a faixa superior, percebidas na
Figura 10 nas provetas A para os concentrados de ervilha e soja, ¢ a fase de cremeacdo. A fase
intermediaria corresponde uma regido mais estavel e a inferior a precipitacdo das proteinas.

Neste contexto, pode-se perceber que a solugdo com concentrado proteico de arroz manteve
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maior estabilidade na presenca e na auséncia de goma arabica, sendo o melhor resultado apds

24 horas de descanso.

5.3 Caracterizacao das emulsdes

5.3.1 Estabilidade das emulsdes

Avaliou-se a estabilidade das emulsdes geradas a partir da mistura do 6leo de
castanha-do-Brasil com os concentrados proteicos vegetais e goma arabica. Apds sete dias
(Figura 11), as emulsdes contendo os concentrados de soja e de ervilha apresentaram um
aspecto de maior separagdo de fases com indices de estabilidade 62 + 2% e 42 + 2%
respectivamente. A emulsdo com o concentrado proteico de arroz apresentou 93 + 1% de
indice de estabilidade, sendo a emulsdo com mais estavel ao fim dos scte dias de avaliagdo
(Figura 11). Esse resultado corrobora com os resultados encontrados por Le Priol et al (2019),
que avaliaram a estabilidade de emulsdes com diferentes proteinas vegetais em diferentes
condi¢cdes por 24 horas. Estes autores encontraram valores acima de 90% de indice de

estabilidade para o isolado proteico de arroz integral.

A formacdo de uma emulsdo liquida estdvel ¢ um requisito para gerar o
encapsulamento adequado por secagem (PINNAMANENI; DAS; DAS, 2003). A mistura de
proteinas e carboidratos pode formar emulsdes mais estdveis e melhorar a protecdo dos
compostos ativos contra a oxidacdo. Isto se deve ao fato que as proteinas agem como agente
emulsificante e formadoras de filmes e os carboidratos atuam como material formador de

matriz (GHARSALLAOUI et al, 2010).
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CPE + GA CPS + GA CPA+ GA

Figura 11 — Aspecto macroscopico de separagdo de fases das emulsdes e seus respectivos indices de estabilidade
CPA+ GA = concentrado proteico de arroz e goma arabica, CPS + GA = concentrado proteico de soja e goma
arabica e CPE + GA = concentrado proteico de ervilha e goma arabica.

5.3.2 Reologia das emulsdes

As propriedades reologicas caracterizam a relag@o entre tensdo e deformagdo de um
determinado material. Esta relacdo pode gerar informagdes importantes sobre a estrutura
estabilidade e possiveis impactos no processo de fabricacao de diversos produtos (SECOLIM,
2014). A Figura 12 apresenta o comportamento reoldgico das emulsdes deste estudo a 25°C.
Pode-se perceber que as emulsdes se caracterizam por serem do tipo Newtoniano. Esta
caracterizacdo ¢ evidenciada pelo comportamento da viscosidade (Figura 13) das emulsdes,
na qual se apresenta constante independente das taxas de cisalhamento e ndo varia com o

tempo.
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Figura 12 — Comportamento reoldgico das emulsdes dos concentrados proteicos de arroz, soja e ervilha e goma
arabica

CPA+ GA = concentrado proteico de arroz e goma arabica, CPS + GA = concentrado proteico de soja e goma
arabica e CPE + GA = concentrado proteico de ervilha e goma arabica.

Observa-se na Figura 12 que o comportamento das emulsdes com os diferentes
concentrados proteicos ¢ similar e com valores muito proximos, havendo pouca diferenca
entre estes. O comportamento Newtoniano foi observado também por Tonon et a/ (2012) em
emulsdes contendo 6leo de linhaga, goma arabica e concentrado proteico de soro de leite. Bae
e Lee (2008) reportaram o comportamento Newtoniano para emulsdes compostas por 6leo de
abacate e maltodextrina/isolado de soro de leite como material de parede. As proteinas
vegetais apresentam o mesmo comportamento reologico que as proteinas do soro de leite, o

que as tornam alternativas ao uso das proteinas animais.
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Figura 13 — Relac@o de viscosidade e taxa de deformacéo as emulsdes contendo os concentrados proteicos de
arroz, soja e ervilha e goma arabica

CPA+ GA = concentrado proteico de arroz e goma arabica, CPS + GA = concentrado proteico de soja e goma
arabica e CPE + GA = concentrado proteico de ervilha e goma arabica.

5.4 Liofilizacdo e caracterizacido das microcapsulas

O processo de liofilizagdo gerou tré€s po6s com coloragdes distintas, porém com
caracteristicas similares (Figura 14). O rendimento deste processo foi calculado de acordo a
relacdo entre a quantidade de p6 obtido ao final do processo e o inserido nas emulsdes. O
rendimento obtido para as microcapsulas formadas a partir do concentrado proteico de arroz e
goma foi 85,3 + 1,4%, para o concentrado de ervilha e goma 86,5 + 1,1% e finalmente para
concentrado de soja e goma 88,5 £ 1,7%. O Anexo 8.1 demonstra por meio de ANOVA que
ndo houve diferenga significativa (p > 0,05) entre os valores de rendimentos dos produtos
gerados por liofilizagdo. O alto valor encontrado para esses rendimentos € caracteristico do
processo de liofilizacdo, que apresenta menores indices de perda da matéria-prima. Os valores
encontrados foram determinados por emulsdes preparadas com a mesma metodologia,

mostrando entdo ser a liofilizagdo um processo com alto rendimento, independente da
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variacdo de agentes encapsulantes vegetais adicionados a amostra. Santo et al (2013),
demonstraram que o processo de secagem de materiais por liofilizagdo possui rendimentos
superiores ao processo de secagem por spray drying, o que corrobora com os altos

rendimentos obtidos neste estudo.

Figura 14 — Microcapsulas de 6leo de castanha-do-Brasil

5.4.1 Molhabilidade e Higroscopicidade

Molhabilidade pode ser definida como o tempo necessario para que uma quantidade
conhecida de solido seja totalmente molhada por um liquido. A higroscopicidade é capacidade
de absor¢do de agua de um determinado material. Nos processos alimenticios essas
caracteristicas podem influenciar na aglomeracdo, revestimento, dispersabilidade e na
solubilidade dos produtos (FORNY; MARABI; PALZER, 2011). A Tabela 8 mostra os
valores médios obtidos para cada uma dessas andlises das microcapsulas composta por
diferentes materiais de parede. Observa-se pelo teste Tukey que para ambas as analises houve
diferenca significativa em pelo menos um dos valores obtidos. Isso indica que o concentrado
de proteina vegetal utilizado como material de parede influencia no tempo de molhabilidade e
na absorcdo de agua das microcapsulas. O Anexo 8.1 confirma através do ANOVA a

diferenca significativa dos resultados para os dois testes.
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Microcdapsulas Molhabilidade (min.) Higroscopicidade (%)
CPS + GA 94+04" 49,5+0,8"
CPE + Gd 2104 14307
CPA + GA 15,7+0,5 13,6+0,6"

Tabela 8 — Resultados médios para higroscopicidade e molhabilidade das microcapsulas de concentrados
proteicos de arroz, soja e ervilha e goma arabica

*Letras diferentes numa mesma coluna diferem significativamente (p<0,05) - CPA+ GA = concentrado proteico
de arroz e goma arabica, CPS + GA = concentrado proteico de soja e goma arabica e CPE + GA = concentrado
proteico de ervilha e goma arabica.

Pode-se perceber através dos resultados apresentados que as microcapsulas geradas a
partir da mistura dos concentrados proteicos vegetais ¢ goma arabica tiveram elevado tempo
de molhabilidade. Os tempos elevados podem estar relacionados a exposicdo de grupos
hidrofébicos na superficie das particulas (BAE; LEE, 2008), que podem acontecer durante o
processo de formacdo de emulsdo e liofilizacdo. A natureza do material de parede pode
aumentar ou diminuir o tempo de molhabilidade. Bae e Lee (2008) citaram que a adi¢do de
maltodextrina diminuiu o tempo de molhabilidade de misturas com isolado proteico de soro

de leite em comparagdo aos continham goma ardbica.

Os resultados encontrados para higroscopicidade dos pos gerados a partir da mistura
dos concentrados proteicos de arroz e ervilha com goma ardbica, indicam baixa capacidade de
reteng¢do de agua. Essa baixa higroscopicidade facilita a preservagdo da cor ¢ dos compostos
bioativos. Saikia, Mahnot ¢ Mahanta (2015) salientaram que a baixa higroscopicidade foi
observada em produtos liofilizados, isto pode se explicado pelo tamanho das particulas, que
em processos de liofilizagdo sdo ligeiramente maiores que em outros processos. Quanto maior

o tamanho da particula, menor ¢ a area de superficie exposta, por consequéncia tem-se menor
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absorcdo de 4agua (REZENDE et al apud TONON, 2012). Valores elevados de
higroscopicidade foram encontrados em microcdpsulas com isolado proteico de soja, por
Ortiz et al (2009), assim como no presente estudo. Possivelmente a interacdo entre o
concentrado proteico de soja e a goma arabica influenciou no aumento da higroscopicidade.
As proteinas da soja podem ter diminuido a exposi¢do de grupos hidrofobicos (ORTIZ et al,
2009) e a goma arabica possui em suas ramificagcdes grupos hidrofilicos (FRASCARELLI,

2010) o que levaria ao aumento da retencdo de moléculas de agua.

5.4.2 Analise Termogravimétrica (TGA)

A Figura 15 mostra os resultados obtidos com analise termogravimétrica realizada nas
microcapsulas de 6leo de castanha-do-Brasil. Pode-se observar que todas as microcapsulas
apresentaram maior perda de massa na faixa entre 300 a 550°C, indicando que o tipo e a
natureza do material de parede utilizado ndo influenciaram no comportamento térmico das
microcapsulas. Nesterenko et al (2012), realizaram analises termogravimétricas em proteina
isolada de soja e perceberam reducdo de massa a partir de 200°C. Este mesmo comportamento
foi observado por Guerrero et a/ (2010), para isolado proteico de soja puro, com reducdo na
faixa de 200 a 400°C. A estabilidade térmica da goma arabica pura foi avaliada por
Westphalen et a/ (2015), com resultados de perda de massa sendo observados na faixa de 200

a 400°C.

No presente estudo pode-se perceber que as microcapsulas apresentaram maior
resisténcia térmica do que os materiais de parede isolados (resultado obtido pelos autores
supracitados). Sugere-se desta forma que os compostos presentes nas microcapsulas foram

protegidos pelo material de parede, ja que a confirmagdo da encapsulagdo esta relacionada ao
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aumento da resisténcia térmica das capsulas em comparacdo ao material individualizado

(WESTPHALEN et al apud AMMAR, 2015).

0,55

0,45
)
< 0,35
s —CPA+G
& —
= 025 CPS+G

CPE+G
0,15
0.05 - . . . . . | . | | !
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
Temperatura (°C)

Figura — 15 Comportamento termogravimétrico de microcapsulas de concentrados proteicos de arroz, soja e
ervilha e goma arabica

CPA+ G = concentrado proteico de arroz e goma arabica, CPS+G= concentrado proteico de soja € goma arabica
e CPE+ G = concentrado proteico de ervilha e goma arabica.

5.4.3 Analise da microestrutura e tamanho de particula

A analise da microestrutura das capsulas € importante, pois nela pode-se perceber a
capacidade de protecdo apresentada por diferentes polimeros. Esta pode ser avaliada pelo grau
de integridade e porosidade das microcapsulas (NUNES et al, 2015). A morfologia das
microparticulas foi observada por microscopia eletronica de varredura (MEV). Observa-se na
Figura 16 que as particulas ndo apresentaram uma estrutura definida e com tamanho muito
varidvel. Alguns poros podem ser observados nas estruturas formadas com o concentrado

proteico de ervilha, e em menor quantidade nas estruturas formadas com o concentrado de
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arroz. No entanto, a caracteristica esponja, comum em processos de liofilizacdo, foi detectada
com maior expressdo na estrutura formada pelo concentrado proteico de ervilha. Materiais
com baixa capacidade encapsulante podem formar superficies porosas, altamente rugosas e
com partes quebradas. Esse tipo de estrutura resulta em produtos instaveis (RIGHETTO,

2003).

Todas as particulas apresentaram uma estrutura com aspecto de vidro quebrado,
algumas em maior ¢ outras em menor escala. As microcapsulas obtidas por liofilizacdo
exibem varia¢des em suas morfologias superficiais, alguns estudos relataram uma morfologia
similar ~ para microcapsulas liofilizadas (EZHILARASI et al, 2013;

ANANDHARAMAKRISHNAN; RIELLY; STAPLEY, 2010).

A distribui¢do do tamanho das particulas ¢ um fator importante para avaliar o
comportamento fisico-quimico dos produtos encapsulados, embora ainda existam
controvérsias na literatura quanto a relagdo entre a retengcdo de compostos ¢ o tamanho de
particula (RIGHETTO, 2003). A Tabela 9 mostra os valores obtidos para a variacdo do
tamanho das diferentes microcapsulas de 6leo de castanha. Determinou-se com a analise dos
dados a faixa de didmetro correspondente a 10 (djg), 50 (dso), 90 % (deo) da distribui¢do das
particulas. Pode-se perceber que independente do material de parede utilizado, as particulas

apresentaram valores de diametro médio elevado.

As particulas obtidas a partir do concentrado proteico de soja demonstraram ser
ligeiramente menores que as demais. A apresentacdo de particulas maiores em processo de
liofilizagdo ¢ devido a baixa temperatura do processo, ¢ a baixa forca aplicada para quebrar as
goticulas congeladas ou para mudar a superficie durante a secagem (SAIKIA; MAHNOT;

MAHANTA, 2015). Rezende et al (2018), reportaram valores elevados de didmetro das
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particulas obtidas por liofilizagdo de extratos da polpa e dos residuos de acerola com goma

arabica e maltodextrina. Esses resultados corroboram com os encontrados neste estudo.

Distribuicdo dos tamanhos das particulas (um)

Microcapsulas
Dy Dsy Dy, D, Span
CPA + GA 143,9 234,8 4238 267,9 1,19
CPE + GA 77,57 273,3 449,4 266,7 1,36
CPS + GA 31,51 92,79 204,1 109,5 1,86

Tabela 9 - Distribuicdo do tamanho das particulas das microcapsulas de concentrados proteicos de arroz, soja e
ervilha e goma arébica

CPA+ G = concentrado proteico de arroz e goma arabica, CPS+G= concentrado proteico de soja e goma arabica
e CPE+ G = concentrado proteico de ervilha e goma arabica. Dm = didmetro médio (um).
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Figura 16 — Morfologia superficial das microcépsulas de concentrados proteicos de arroz, soja e ervilha e goma
arabica

A e B s3o micrografias das particulas com concentrado proteico de arroz. C e D sdo micrografias das particulas
com concentrado proteico de ervilha e D e E s@o micrografias das particulas com concentrado proteico de soja.
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5.4.4 Eficiéncia de encapsulacao

Os valores médios da eficiéncia de encapsulacdo das microcapsulas de odleo de
castanha-do-Brasil com diferentes concentrados proteicos vegetais e goma arabica estdo
dispostos na Tabela 10. Por meio da andlise de variancia dos dados obtidos percebe-se

diferenca significativa (p < 0,05) entre pelo menos um dos valores apresentados (Anexo 8.1).

Microcapsulas Eficiéncia de encapsulamento
CPA + GA 79,9 + 1,4
CPE + GA 72,2+0,9
CPS + GA 75,0 £ 1,4°

Tabela 10 — Eficiéncia de encapsulagdo das microcapsulas de concentrados proteicos de
arroz, soja e ervilha e goma arabica

CPA + GA = concentrado proteico de arroz e goma arabica, CPS+G= concentrado
proteico de soja e goma arabica e CPE+ G = concentrado proteico de ervilha e goma
arabica. *Letras diferentes numa mesma coluna diferem significativamente (p<0,05)

Através do teste Tukey pode-se perceber diferenca significativa entre a eficiéncia de
encapsulacdo dos diferentes produtos gerados. Esse resultado indica que os diferentes
concentrados proteicos vegetais influenciam na eficiéncia de encapsulacdo do o6leo de
castanha-do-Brasil. As microcapsulas geradas a partir do concentrado proteico de arroz

apresentaram maior eficiéncia de encapsulagdo, em relacdo aos demais produtos gerados.

Le Priol et al (2019), ao realizarem a encapsulacdo do 6leo de girassol com diferentes
isolados proteicos, obtiveram 88% de eficiéncia de encapsulacdo com o isolado proteico de
ervilha comercial, 91% com isolado proteico de soja e 69% com proteina de arroz integral.
Esses valores s@o superiores (para ervilha e soja) aos apresentados neste trabalho ¢ inferior ao

resultado obtido para proteinas do arroz. Essas diferencas podem estar relacionadas a
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concentracdo de proteinas presentes nas matérias-primas, que no caso do trabalho citado ¢
superior ao utilizado neste estudo. Além o processo de secagem para a formacdo das
microcapsulas foi diferente, Le Priol et a/ (2019), aplicaram atomizagdo para encapsular o
o6leo de girassol, neste estudo foi aplicada a técnica de liofilizacdo para encapsular o 6leo de
castanha. Nesterenko ef al (2013), ao avaliarem diferentes trabalhos com proteinas vegetais
salientaram que a eficiéncia da encapsulacdo, dentre outras propriedades, podem ser
influenciados por pardmetros como concentracdo do material de parede, técnica de

encapsulacdo e temperatura e pH dos meio.

5.4.5 Avaliacdo da citotoxicidade e da atividade antioxidante celular

A citotoxicidade in vitro das microcapsulas de 6leo e castanha-do-Brasil e do dleo in
natura foi avaliada sobre a linhagem ndo neoplésica de fibroblasto de pulmao humano (MRC-
5) utilizando o ensaio do Alamar blue. De acordo com os resultados obtidos, nenhuma das
amostras apresentou toxicidade nas concentragdes testadas, com valores de concentracdo
inibitoria média (CI50%) superiores a 50 pg/mL, assim como ndo foram capazes de inibir
50% das células, somente o farmaco de morte, doxorrubicina, testado nas concentragdes

mencionadas apresentou valor de CI50% 0,20 pg/mL.

A avaliacdo da atividade antioxidante foi baseada no método desenvolvido para
avaliar a atividade de suplementos dietéticos, fitoquimicos e alimentos contra espécies
reativas de oxigénio. Alguns compostos fitoquimicos puros, extratos de frutas e 6leos vegetais
possuem a capacidade antioxidante, ou seja, inibem o processo de oxidacdo de um
determinado substrato (VERRUCK; PRUDENCIO; DA SILVEIRA, 2018). Algumas

moléculas consideradas antioxidantes naturais podem ser ingeridas através do consumo de
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alimentos de origem vegetal, dentre eles destacam-se a vitamina C, alguns minerais, os
carotenoides, compostos fenolicos e a vitamina E (ABDALLA; FAINE, 2008). Um dos
compostos presentes no oleo de castanha-do-Brasil ¢ a vitamina E, que exibe atividade
antioxidante, quando ingerida na dieta, sendo transportada por componentes lipoproteicos e,
em conjunto com as ubiquinonas, evitam a peroxidagdo lipidica (SATTLER et al, 2004;

FUNAZAKI et al, 2012).

Ao avaliar atividade antioxidante do o¢leo de castanha-do-Brasil e das suas
microcapsulas obtidas pela liofilizagdo, pode-se perceber (Figura 17), que todos apresentaram
atividade antioxidante em pelo menos duas das cinco concentragdes testadas. O oleo de
castanha-do-Brasil apresentou atividade antioxidante inferior aos produtos encapsulados em
todas as concentracdes testadas. A amostra encapsulada com o concentrado proteico de
ervilha apresentou maior atividade em todas as concentracdes testadas. No entanto, ndo ha
subsidios que comprovem que a interacdo do 6leo de castanha-do-Brasil com os diferentes
materiais de parede potencializou a atividade antioxidante do mesmo. Também nao ¢ possivel
afirmar que, algum composto especifico do material de parede, possa ter gerado o ligeiro
aumento da atividade antioxidante das diferentes amostras encapsuladas. Por fim, pode-se

inferir que ndo houve supressdo da atividade antioxidante do 6leo e das microcapsulas.
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Figura 17 — Atividade antioxidante celular das microcapsulas e do dleo in natura

CPA + GA = concentrado proteico de arroz e goma; CPE + GA = concentrado proteico de ervilha e goma e CPS

+ GA = concentrado proteico de soja e goma Quercitina = farmaco controle.

5.5 Caracterizacio e estabilidade dos produtos microencapsulados

Andlises para avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e a oxidagdo do o6leo foram

realizadas, a fim de se determinar os efeitos do encapsulamento na estabilidade do dleo

durante o armazenamento. A estabilidade fisica, quimica e oxidativa sdo importantes critérios

a serem analisados na microencapsulacdo de oleos, pois estes fatores podem determinar a

capacidade que o material de parede tem de proteger o 6leo contra a oxidacao (KARADENIZ;

SAHIM; SUMNU, 2018). Diferentes estudos de armazenamento com Oleos vegetais

encapsulados em diferentes matrizes vém sendo reportados na literatura, para a avaliacdo da

estabilidade dos produtos gerados em comparagdo ao 6leo in natura. Estes estudos sugerem
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melhora no armazenamento dos Oleos encapsulados frente aos indices avaliados que

determinam a qualidade do 6leo (LUNA-GUEVARA et al, 2017).

Neste contexto, foi realizado o armazenamento das microcapsulas do 6leo de castanha-
do-Brasil preparadas com concentrados proteicos vegetais ¢ goma arabica, bem como do 6leo
in natura. Para avaliar a estabilidade das microcapsulas, foram realizados testes de
estabilidade durante o armazenamento de seis semanas a 25 = 1 °C ao abrigo da luz. Testes de
ativididade de agua, umidade, indice de perdxidos e indice de acidez titulavel foram
realizados a cada sete dias (em triplicata). No inicio do armazenamento (semana 0), na
terceira ¢ na sexta semanas foram avaliadas as condicdes microbioldgicas dos produtos e o

perfil de 4cidos graxos.

5.5.1 Determinagao dos indices de perdxidos e acidez titulavel

Na Figura 18 pode-se perceber que todos os 6leos encapsulados mantiveram os indices
de perdxidos abaixo do que determina a legislagdo para 6leos ndo refinados e prensados a frio
(até 15 meq/Kg) durante o periodo de armazenamento. Em contrapartida, o 6leo de castanha-
do-Brasil in natura armazenado nas mesmas condi¢cdes apresentou-se fora dos padrdes da
legislacdo a partir da quinta semana de armazenamento. Isso indica que os 6leos encapsulados
mostraram-se mais estaveis, independente dos materiais de parede utilizado, do que o 6leo in
natura. O teste Tukey foi aplicado para cada semana de andlise, e pode-se perceber (Anexo
8.2) que houve diferenga significativa (p<0,05) nos valores obtidos a partir da primeira
semana de armazenamento, ou seja, somente no ponto 0 inicial ndo houve diferenga

significativa entre os resultados.
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Figura 18 — Indice de peréxidos do 6leo encapsulado com concentrados proteicos de arroz, soja e ervilha e goma
arabica e do oleo in natura

CPA + GA = concentrado proteico de arroz e goma; CPE + GA = concentrado proteico de ervilha e goma e CPS
+ A = Concentrado proteico de soja.

A Figura 19 monstra os valores obtidos para o indice de acidez do o6leo encapsulado
com diferentes materiais de parede e do 6leo in natura. O 6leo in natura apresentou-se fora
dos padrdes da legislacdo (at¢ 4 mgKOH/g) a partir terceira semana de armazenamento, ja os
produtos encapsulados mantiveram os valores dentro dos padrdes. Somente na quinta semana
o oleo encapsulado com concentrado proteico de ervilha e de soja ultrapassou o valor
determinado pela legislacdo para dleos ndo refinados e prensados a frio. O 6leo encapsulado
com proteinas de arroz apresentou-se ligeiramente mais estavel. O teste Tukey foi aplicado
para cada semana de analise, e pode-se perceber (Anexo 8.2), que houve diferenca
significativa nos valores obtidos a partir da segunda semana, indicando que os materiais de

parede influenciaram na estabilidade do 6leo.
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Figura 19 — Indice de acidez do 6leo encapsulado com concentrados proteicos de arroz, soja e ervilha e goma
arabica e do Oleo in natura

CPA + GA = concentrado proteico de arroz e goma; CPE + GA = concentrado proteico de ervilha e goma e CPS
+ A = Concentrado proteico de soja.

Esses parametros sdo amplamente utilizados para avaliar a qualidade de odleos e
gorduras. O indice de peroxidos, por exemplo, acessa os estagios iniciais do processo de
oxidacdo, determinando as concentragdes de hidroperoxidos gerados durante o
armazenamento (NETO; BATISTA; DE ALMEIDA MEIRELLES, 2018). Alguns estudos
com armazenamento em diferentes condigdes de 6leos microencapsulados apontam maior
conservagdo do 6leo microencapsulado em comparagdo ao bruto armazenado nas mesmas
condigoes (KARACA; LOW; NICKERESON, 2013; KAGAMI et al, 2003). Luna-Guevara et
al (2017), reportaram um comportamento similar, aos resultados obtidos neste trabalho, para
indices de peroxidos de 6leos de nozes e amendoim microencapsulados e armazenados por 28

dias.

Durante o processo de armazenamento ¢ comum que os 6leos sofram oxidacdo. A

maior estabilidade do 6leo microencapsulado pode estar associada & combinacdo do material
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de parede que gerou estruturas densas e continuas (LUNA-GUEVARA et al, 2017; KAGAMI
et al, 2003), principalmente nas superficies das microcapsulas do concentrado proteico de
arroz e soja percebidas nas micrografias (Figura 16). Os indices inferiores encontrados para os
6leos encapsulados em comparacdo ao Oleo bruto podem ter sido influenciados pela

diminui¢ao da difusdo de oxigénio pela matriz, diminuindo assim a oxidacao.

5.5.2 Umidade e Atividade de agua

A vida util de produtos encapsulados depende do teor de umidade, temperatura de
operacdo e de armazenamento (QUISPE-CONDORE et al, 2011). A umidade pode ser
considerada um fator de importante, que evidencia o sucesso do processo de secagem de
produtos microencapsulados. De acordo com Klinkesorn et al (2006), a especificacdo maxima

de umidade para a maioria dos p6s secos na industria alimenticia esta entre 3 a 4%.

A Figura 20 traz os valores de umidade obtidos para o 6leo de castanha-do-Brasil
encapsulados com os concentrados proteicos ¢ goma arabica. Todas as microcapsulas
apresentaram valores inferiores a 3,5% em todo o periodo de armazenamento, sendo as
microcapsulas com concentrado proteico de soja com valores mais altos. Pellicer ef al (2019)
encontraram umidade de 3,9 a 4,1% em produtos encapsulados por liofilizacdo de compostos
de sabor de morango com diversos materiais de parede. Os resultados deste estudo
apresentaram-se ainda menores. Alguns estudos relatam oOleos microencapsulados por
pulverizacdao com valores de umidade superiores aos deste estudo. Fernandes et al (2013)
encontraram de 0,26 a 3,16% de umidade em microcapsulas de 6leo de alecrim. Aghbashlo et

al (2013) em estudos de secagem de 6leo de peixe encontraram 2,11 a 5,67% de umidade.
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Os valores de umidade obtidos apds a microencapsulacdo (semana 0 — Figura 20) e
durante o armazenamento sugerem que o processo de secagem foi eficiente em formar
microcapsulas de 6leo de castanha-do-Brasil estaveis. Pode-se perceber através da andlise de
variancia (Anexo 8.3), que houve diferenca significativa em pelo menos um dos valores a
partir do ponto inicial do processo de armazenamento. Isto indica que os materiais de parede

influenciaram na absor¢ao de agua durante o periodo de armazenamento.
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Figura 20 — Umidade das microcapsulas de concentrados proteicos de arroz, soja e ervilha e goma arabica

CPA + GA = concentrado proteico de arroz e goma; CPE + GA = concentrado proteico de ervilha e goma e CPS
+ A = Concentrado proteico de soja.

A atividade de agua ¢ uma caracteristica importante a se considerar em Oleos
microencapsulados, pois determina em grande parte a estabilidade estrutural durante o
armazenamento (NETO; BATISTA; DE ALMEIDA MEIRELLES, 2018). A presenca de
agua em alimentos pode afetar a estabilidade oxidativa de 6leos e favorecer o crescimento
microbiano (SILVA, 1999). Alguns estudos verificaram que os processos de reacdes de
oxidacdo mais baixos ocorrem na faixa 0,2 a 0,4 de atividade de agua. Outros demonstraram

alteracdes na composi¢do de alimentos com o aumento da atividade de agua (GRAY et al,
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2008). No presente estudo foi avaliada a atividade de 4agua do 6leo de castanha-do-Brasil
encapsulado com diferentes materiais de parede, logo apos a secagem (semana 0) e durante o

armazenamento, como mostra a Figura 21.
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Figura 21 — Atividade de 4gua das microcapsulas de concentrados proteicos de arroz, soja e ervilha e goma
arabica e do oleo in natura

CPA + GA = concentrado proteico de arroz e goma; CPE + GA = concentrado proteico de ervilha e goma e CPS
+ A = Concentrado proteico de soja.

Pode-se notar através da Figura 21 que todas as microcapsulas apresentaram valores
abaixo de 0,3 de atividade de agua em todo o periodo de armazenamento. No entanto, os
valores para microcapsulas com os concentrados de ervilha ndo ultrapassaram o valor de 0,21
durante o periodo de analises. Alguns estudos sugerem que a atividade de agua com valores
muito proximos a zero, ou inferiores a 0,2 pode acarretar em aumento das reagdes de
oxidacdo. Esse aumento pode ser explicado pela formagdo de poros na matriz como resultado

da eliminacdo de agua, através dos quais ¢ favorecida a migracdo do oxigénio (SOUZA,
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2015). Neste caso, os baixos valores de atividade de 4gua podem ser explicados pela estrutura
superficial mais porosa, percebida em imagens de microscopia apresentadas neste trabalho na

secdo 5.4.2.

Jiménez, Garcia e Beristain (2010) ao estudarem os efeitos da atividade de dgua nas
propriedades fisicas do acido linoleico microencapsulado com diferentes matrizes, concluiram
que a condi¢do de armazenagem ideal para as microcapsulas ¢ com atividade de agua abaixo
de 0,5, mas a umidade deve ser considerada. Boger, Georgetti, Kurozawa (2018)
encapsularam o o6leo de uva com goma arabica e Silva (2018) o mesmo 6leo com outras
matrizes. Estes autores apresentaram resultados proximos aos deste trabalho. Delfini (2016)
encapsulou o6leo de semente de maracuja com diferentes materiais de parede, gerando
microcapsulas que apresentaram atividade agua na faixa de 0,106 a 0,233, esses resultados

corroboram com os apresentados nesse trabalho.

5.5.3 Analises microbioldgicas

A analise microbioldgica permite identificar e quantificar microrganismos em
alimentos. Esse recurso ¢ fundamental para se revelar os possiveis riscos que o alimento pode
oferecer a satide do consumidor, as condi¢des de higiene do processamento e determinar a
vida util do produto. Além disso, o perfil microbiologico e seu acompanhamento sdo de suma

importancia para verificagdo dos padroes e especificagdes legais (CARVALHO, 2010).

Para avaliacdo da estabilidade microbiolégica foi realizado um estudo comparativo
entre o 6leo de castanha-do-Brasil encapsulado com proteinas vegetais e 6leo in natura, ao

longo de seis semanas para mesofilos aerdbios totais e bolores e leveduras. Vale ressaltar, que
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ndo ha regulacdo legal especifica para os produtos gerados neste estudo pela Agéncia

Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

Desta forma avaliaram-se as condi¢des microbioldgicas que envolveram o processo de
obtencdo e conservagdo dos produtos encapsulados neste estudo. Alimentos que ndo possuem
padrdes estabelecidos para contagem de microrganismos, mostram sinais de deterioragdo e
presenca de patogenos quando apresentam contagens iguais ou superiores a ordem de 10°
UFC/g. Nestas condi¢des os alimentos podem sofrer alteragdes sensoriais, ¢ perda de valor
nutricional. (MOYSSIADI et al, 2004; SILVA, 2002). Na Tabela 11 ¢ possivel avaliar de
maneira comparativa os resultados microbioldgicos obtidos para os mesoéfilos aerobios totais
e fungos totais ao longo de seis semanas de armazenamento para o 6leo de castanha-do-Brasil

in natura ¢ microencapsulado.

Quanto aos valores obtidos para a contagem dos microrganismos deste estudo, pode-se
perceber que tanto os produtos encapsulados quanto o proprio 6leo in natura permaneceram
abaixo de 10° UFC/g ao longo das seis semanas. Esses resultados indicam que houve
estabilidade microbioldgica do o6leo de castanha-do-Brasil microencapsulado dentro do
periodo estudado, uma vez que valores abaixo da ordem de 10° UFC/ml garantem, segundo
Silva (2002), a adequacdo do processo de obtengdo do produto quanto a condig¢do
microbiologica. Da Costa et a/ (2019) encontraram resultados similares ao deste estudo, ao

encapsular por liofilizagdo extrato de junga com diferentes materiais de parede.
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Mesdfilos (UFC/g)
Amostras 0 3 6

Oleo in natura =¥ 6.8 x 10 23x10°
CPA + GA -* 1,9x 10 8,8 x 10
CPE + GA 3,9x 107 1.7x 10° 1.1x10°
CPS + GA 5,1 x 10 9,4X102 1,6X104

Bolores (UFC/g)

Oleo in natura ¥ 9,0x 10 1,8 x 10?
CPA + GA -* 3,0x 10 5,5x 107
CPE + GA -* 2,1 x 10 2,6x10°
CPS + GA ¥ ¥ 3,0x 10

Leveduras (UFC/g)

Oleo in natura 4.8 x 10 6,8 x 10° 23x10°
CPA + GA 3,3x 107 3,4x 10 5,5x 107
CPE + GA 6,8 x 10 1,5x10° 7,6 x 10°
CPS + GA 1,9x 10 7,6 x 10° 1,0x 10*

Tabela 11 — Estabilidade microbiologica do 6leo in natura e encapsulado com as diferentes matrizes proteicas

CPA + GA = concentrado proteico de arroz ¢ goma; CPE + GA = concentrado proteico de ervilha e goma e CPS
+ A = Concentrado proteico de soja *Sem crescimento.

Em relacdo a contagem de mesofilos, percebe-se que as amostras do o6leo, do
concentrado de ervilha e de soja, possuem valores muito proximos no ponto inicial (0). No
entanto, ao longo do armazenamento a amostra com concentrado de ervilha apresenta maior
crescimento que as demais. O mesmo comportamento percebe-se nos resultados de bolores,
sendo a amostra com o concentrado de soja apresentando o menor valor de crescimento
durante o armazenamento. Para contagem de leveduras pode-se perceber que as
microcapsulas com o concentrado de arroz mantiveram-se mais estdveis que as demais. De
modo geral, a amostra que apresentou valores mais estaveis de crescimento foi a amostra com
concentrado de arroz, o que corrobora com os resultados obtidos para andlises de umidade e
atividade de agua deste estudo, ja que esses fatores influenciam diretamente no crescimento

de microrganismos em alimentos.
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Na Tabela 11 ¢ possivel avaliar que os resultados microbiologicos obtidos foram
satisfatorios, ao longo de seis semanas de armazenamento das microcapsulas e do oleo in
natura. Através do teste Tukey (Anexo 8.4), pode-se perceber diferenca significativa (p<0,05)
entre os valores obtidos desde o inicio do armazenamento. Esses resultados revelam que os
materiais de parede utilizados foram capazes de influenciar no crescimento microbiano de
cada amostra. Revelam também que nem todas as microcapsulas apresentaram-se mais
estaveis que o 6leo, somente aquela produzida com concentrado de arroz, indicando que

houve maior protegao do 6leo por essa capsula.

5.5.4 Perfil de 4cidos graxos

A Tabela 12 mostra os resultados da composicdo de acidos graxos do oleo de
castanha-do-Brasil obtido por prensagem a frio, e deste mesmo 6leo, apds a encapsulagdo com
proteinas vegetais e goma arabica durante o periodo de armazenamento. Os valores de acidos
oleico e linoleico sdo predominantes e estdo de acordo com os valores encontrados por outros
autores, para extracao assistida por ultrassom (SCHONS et a/, 2017), por prensagem e soxhlet
(CASTELO et al, 2016; QUEIROGA et al, 2009; ARAUJO, 2008; FREITAS et al, 2007;

FERREIRA et al, 2006).

A cromatografia gasosa permitiu a avaliacao do perfil dos acidos graxos presentes no
6leo de castanha-do-Brasil utilizado neste estudo ao longo do processo de armazenamento. O
6leo in natura apresentou inicialmente 73,38% de acidos graxos insaturados, os o6leos
extraidos das microcapsulas apresentaram 74,85% para CPA+GA, 73,21% para CPE+GA e
74,67% para CPS+GA de acidos graxos insaturados. Estes resultados indicam que o processo
de secagem ndo causou danos ao produto original, ¢ que tanto o 6leo in natura, quanto o

encapsulado podem ser caracterizados como sendo de excelente qualidade. Esses resultados
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estdo de acordo com os valores encontrados para indice de perdxidos e acidez obtidos logo

apods a secagem.
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Figura 22 — Cromatograma do perfil de 4cidos graxos do 6leo encapsulado com o concentrado proteico de

ervilha e goma ardbica

Ao fim do armazenamento pode-se perceber que o percentual de acidos graxos
insaturados quase ndo sofreu alteracdo, apesar de apresentar algumas diferencas estatisticas
(Tabela 12) entre os grupos. Esse resultado ¢ um pouco contraditério quando relacionados aos
valores encontrados para os indices de perdxidos e acidez, no final do processo de
armazenagem, sobretudo para o 6leo in natura. No entanto, a degradacdo dos acidos graxos
nos oleos vegetais pode estar ligada ao tipo de via inicial da oxida¢do ou até mesmo com a
posicdo dos 4acidos graxos na estrutura do triacilglicerol, e ndo somente ao grau de
insaturagdes dos acidos graxos (BRANCO, 2013). Isto poderia justificar parte dos resultados
apresentados para o perfil de acidos graxos insaturados encontrados no fim do processo de

armazenamento.

As condi¢bes de armazenamento, bem como o proprio processo de encapsulagdo do
6leo permitiram a manutengdo da estabilidade oxidativa, que pode ser definida como o tempo

necessario para que o 6leo comece a apresentar sinais de rancidez, momento em que se
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consegue estimar a susceptibilidade a deterioracdo oxidativa (VIEIRA, 2008). Vale ressaltar
que alguns antioxidantes presentes no 6leo podem inibir retardar ou interromper o processo de
deterioragdo oxidativa por um tempo determinado (IQBAL; BHANGER, 2007). O que

também pode justificar parte dos resultados deste estudo.
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Semanas C14:0 C16:0 Cl6:1 C17:0 C18:0 C18:2 C18:3 C20:0
0 0,05+0,00° 14,15+0,08" 0,30=0,00° 0,07+0,00° 10,99 £0,03" 35410,01°  0,07+0,00°  0,30,00°
3 0,06 +0,00° 14,18 +£0,04° 0,3 £0,00° 0,07 £0,00° 10,94 + 0,02° 35,58 +£0,01° 0,07 £0,00° 0,3 +0,00°
6 0,05 £0,00° 14,17 £0,12* 0,3 £0,00° 0,07 £0,00° 10,96 +0,03* 37,66 £0,04* 3526 +£0,05* 0,07 £0,00° 0,3 +0,00"
Perfil de Acidos Graxos - CPA + GA
Semanas C14:0 C16:0 Cl6:1 C17:0 C18:0 Cl18:2 C18:3 C20:0
0 0,06 +0,00° 14,85 £0,09° 031 £0,00° 0,07 £0,00° 8,91 £0,03* 37,36 £0,06"° 37,1 £0,04° 0,08 £0,00° 0,27 +0,00°
3 0,06 +0,00° 14,71 £0,06° 031 £0,00° 0,07 £0,00° 8,91 £0,06° 37,37 £0,10° 37,04 £0,15* 0,08 £0,00* 0,27 +0,00°
6 0,06 £0,00° 14,82 £0,04° 031 £0,00° 0,07 £0,00° 891 £0,01° 37,17 £0,02° 37,12 £0,04° 0,08=£0,00° 0,27 =0,00°
Perfil de Acidos Graxos - CPE + GA
Semanas Cl4:0 C16:0 Cl6:1 C17:0 CI18:0 CI18:2 Cl18:3 C20:0
0 0,05+0,00° 1428+0,10° 0,31+0,00° 0,07+0,00° 10,96+ 0,01 353+0,04°  0,07+0,00°  0,3+0,00°
3 0,06 +0,00° 14,89 +0,09° 031+0,00° 0,070,000 893 +0,01° 37,14+£0,05°  0,08+0,00° 0,27+ 0,00°
6 0,06 +0,00° 14,66+0,04° 0,31+0,00 0,07+0,00° 893+0,02° 36,99 £0,03°  0,08+0,00° 0,27+ 0,00
Perfil de Acidos Graxos - CPS + GA
Semanas ~ C14:0 C16:0 C16:1 C17:0 C18:0 C18:2 C18:3 C20:0
0 0,06+ 0,000 14,77+0,06° 0,31+0,00 0,07+0,00° 8,95+0,01° 36,92 +0,03°  0,08+0,00° 0,27+ 0,00°
3 0,06+ 0,00°  14,87+0,04* 031+0,000 0,07+0,00° 895+ 0,02° 37,01 £0,02°  0,08+0,00° 0,27 +0,00°
6 0,06 +0,00° 14,86+ 0,18° 031+0,00° 0,07+0,00° 8,93+ 0,05° 37,27 +£0,04° 0,08+0,00° 027+0,01°

Tabela 12 - Perfil de 4cidos graxos do 6leo de castanha in natura e encapsulado durante

o periodo de armazenamento

CPA + GA = concentrado proteico de arroz e goma; CPE + GA = concentrado proteico
de ervilha e goma e CPS + A = Concentrado proteico de soja *Letras diferentes numa

mesma coluna diferem significativamente (p<0,05).
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6.0 CONCLUSAO

Conclui-se que ¢ possivel a microencapsulagdo do 6leo de castanha-do-Brasil com
proteinas vegetais e goma arabica. A caracterizacdo das proteinas e das microcapsulas
mostraram o potencial que esses concentrados proteicos vegetais possuem para se tornar
alternativas ao uso de proteinas animais. Os testes de estabilidade evidenciaram de modo
geral que os 6leos encapsulados apresentaram-se mais estaveis do que o 6leo bruto. O 6leo de
castanha microencapsulado com proteinas vegetais ¢ potencialmente capaz de ser inserido em
varios processos alimenticios, inclusive aqueles que atendam aos consumidores de dietas

restritivas.

Diante do desempenho na estabilidade da emulsdo, da superficie das particulas, da
eficiéncia de encapsulacdo, na estabilidade apresentada para indices de peroxidos, acidez,
percentuais de umidade e atividade de agua, além da estabilidade microbiolégica, pode-se
concluir que entre os trés concentrados utilizados, o de arroz conferiu maior protegdo e

estabilidade ao 6leo de castanha-do-Brasil.

Os produtos gerados neste estudo podem ser utilizados como ingredientes em
formulagdes de alimentos e/ou suplementos em dietas especificas. Este estudo ¢ de suma
importancia para a regido amazodnica, pois agrega valor a producdo de uma semente regional.
Além de colaborar com a diminui¢do da produgdo de residuos, ja que 6leo ¢ um subproduto

da castanha-do-Brasil.
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8.0 ANEXOS

8.1 Analise de variancia para a caracteriza¢do da matéria-prima e das microcapsulas.

ANOVA para absor¢io dados percentuais de absor¢io de agua

Fonte da variacdo S§Q* gl*¥* MQ*** F valor-P
Entre grupos 77565,1 2 387825 163984  0,00000000609
Dentro dos grupos 141,901 6 23,6502
Total 77707 8

ANOVA para os dados percentuais de absorcio de dleo

Fonte da variacdo S$Q*  gl¥* MQ*** F valor-P
Entre grupos 1351,56 2 675,779 30,4277 0,000723
Dentro dos grupos 133,256 6 22,2094
Total 1484,82 &8

ANOVA para o rendimento do processo de microecapsulacio

Fonte da variacdo S$Q* gl¥* MQ*** F valor-P
Entre grupos 11,0822 2 5,54109 1,97377 0,219435
Dentro dos grupos 16,8442 6 2,80736
Total 27,9264 8

ANOVA para molhabilidade das microcapsulas

Fonte da variacio S§Q* gl¥* MQ*** F valor-P
Entre grupos 185,398 2 92,699 228216 0,00000218
Dentro dos grupos 2,43713 6 040619
Total 187,835 8

ANOVA para higroscopicidade das microcapsulas

Fonte da variacdo S§Q* gl¥* MQ*** F valor-P
Entre grupos 2492,85 2 1246,42 25152  0,00000000169
Dentro dos grupos 2,97333 6 0,49556
Total 2495,82 8

ANOVA para eficiéncia de encapsulacio das microcapsulas

Fonte da variacio S§0* gl*¥* MQ*** F valor-P

Entre grupos 91,678 2 45839 20,228 0,002154

Dentro dos grupos 13,5967 6 226611
Total 105,275 8
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Indice de Peréxidos Indice de Acidez
Semana 0 Semana 0
valor- valor-
Fonte da varia¢dao SO gl MQ F P Fonte da variagdao SO gl MQ F P
Entre grupos 0,01 3,00 0,00 0,10 0,96 | Entre grupos 0,21 3,00 0,07 225 0,16
Dentro dos grupos 023 8,00 0,03 Dentro dos grupos 0,24 8,00 0,03
Semana 1 Semana 1
valor- valor-
Fonte da variag¢do Ne gl MO F P Fonte da varia¢ao SO gl MQ F P
Entre grupos 431 3,00 144 26,11 0,00 |Entre grupos 0,36 3,00 0,12 1,57 0,27
Dentro dos grupos 0,44 8,00 0,05 Dentro dos grupos 0,61 8,00 0,08
Semana 2 Semana 2
valor- valor-
Fonte da varia¢do SO gl MO F P Fonte da variag¢dao SO gl MO F P
Entre grupos 811 3,00 2,70 23,47 0,00 |Entre grupos 1,69 3,00 0,56 7,94 0,01
Dentro dos grupos 092 800 0,12 Dentro dos grupos 0,57 8,00 0,07
Semana 3 Semana 3
valor- valor-
Fonte da variagcdo SO gl MQ F P Fonte da variagao SO gl MQ F P
Entre grupos 33,15 3,00 11,05 140,90 0,00 | Entre grupos 8,50 3,00 2,83 34,40 0,00
Dentro dos grupos 0,63 8,00 0,08 Dentro dos grupos 0,66 8,00 0,08
Semana 4 Semana 4
valor- valor-
Fonte da variagao Ne gl MO F P Fonte da varia¢ao SO gl MO F P
Entre grupos 32,52 3,00 10,84 4839 0,00 |Entre grupos 16,12 3,00 5,37 26,59 0,00
Dentro dos grupos 179 8,00 0,22 Dentro dos grupos 1,62 8,00 0,20
Semana 5 Semana 5
valor- valor-
Fonte da variagdo SO gl MO F P Fonte da variagdo SO gl MO F P
Entre grupos 2475 3,00 825 92,99 0,00 |Entre grupos 36,19 3,00 12,06 66,51 0,00
Dentro dos grupos 0,71 8,00 0,09 Dentro dos grupos 1,45 8,00 0,18
Semana 6 Semana 6
valor- valor-
Fonte da variag¢do SO gl MO F P Fonte da variag¢dao SO gl MO F P
Entre grupos 45,56 3,00 1519 91,30 0,00 |Entre grupos 85,82 3,00 28,61 187,70 0,00
1,33 8,00 0,17 1,22 8,00 0,15

Dentro dos grupos

Dentro dos grupos




8.3 Analise de variancia para umidade e atividade de agua durante o armazenamento.
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Umidade Atividade de Agua
Semana 0 Semana 0
Fonte da variagdo SO gl MQ F valor-P Fonte da variag¢do SO gl MQ F valor-P
Entre grupos 0,29 2,00 0,14 36,51 0,00 | Entre grupos 0,01 2,00 0,00 262,83 0,00
Dentro dos grupos 0,02 6,00 0,00 Dentro dos grupos 0,00 6,00 0,00
Semana 1 Semana 1
Fonte da variagao SO gl MQ F valor-P Fonte da variag¢do SO gl MO F valor-P
Entre grupos 0,28 2,00 0,14 32,11 0,00 | Entre grupos 0,01 2,00 0,00 10,96 0,01
Dentro dos grupos 0,03 6,00 0,00 Dentro dos grupos 0,00 6,00 0,00
Semana 2 Semana 2
Fonte da variagdo SO gl MQ F valor-P Fonte da variagdo SO gl MQ F valor-P
Entre grupos 0,29 2,00 0,15 43,78 0,00 | Entre grupos 0,01 2,00 0,01 17,14 0,00
Dentro dos grupos 0,02 6,00 0,00 Dentro dos grupos 0,00 6,00 0,00
Semana 3 Semana 3
Fonte da variag¢do SO gl MQ F valor-P Fonte da variagdo SO gl MQ F valor-P
Entre grupos 3,98 2,00 1,99 28,29 0,00 | Entre grupos 0,01 2,00 0,01 34,59 0,00
Dentro dos grupos 0,42 6,00 0,07 Dentro dos grupos 0,00 6,00 0,00
Semana 4 Semana 4
Fonte da variagdo SO gl MO F valor-P Fonte da variagdo SO gl MQ F valor-P
Entre grupos 6,24 2,00 3,12 213,89 0,00 | Entre grupos 0,01 2,00 0,01 94,94 0,00
Dentro dos grupos 0,09 6,00 0,01 Dentro dos grupos 0,00 6,00 0,00
Semana 5 Semana 5
Fonte da variagao SO gl MO F valor-P Fonte da variagdo SO gl MO F valor-P
Entre grupos 7,91 2,00 3,96 97,96 0,00 | Entre grupos 0,01 2,00 0,01 125,60 0,00
Dentro dos grupos 0,24 6,00 0,04 Dentro dos grupos 0,00 6,00 0,00
Semana 6 Semana 6
Fonte da variag¢do SO gl MQ F valor-P Fonte da variagdo SO gl MQ F valor-P
Entre grupos 1,11 2,00 0,56 9,61 0,01 | Entre grupos 0,01 2,00 0,01 14,69 0,00
0,35 6,00 0,06 0,00 6,00 0,00

Dentro dos grupos

Dentro dos grupos




8.4 Analise de variancia para avaliacdo microbioldgica 4gua durante o armazenamento.

Mesofilos
Semana 1
Fonte da variag¢do SQ gl MQ F valor-P
Entre grupos 631025,00 3,00 210341,67 1577,56 0,00
Dentro dos grupos 1066,67 8,00 133,33
Semana 3
Fonte da variagdo SO gl MQ F valor-P
Entre grupos 3802691,7 3,0 1267563,9 375,6 0,0
Dentro dos grupos 27000,0 8,0 3375,0
Semana 6
Fonte da variagdo SO gl MQ F valor-P
Entre grupos 2E+10 3E+00 8E+09 1IE+03  1E-10
Dentro dos grupos 6E+07 8E+00 8E+06
Bolores
Semana 3
Fonte da variagdo SO gl MQ F valor-P
Entre grupos 87558,33 3,00 29186,11 318,39 0,00
Dentro dos grupos 733,33 8,00 91,67
Semana 6
Fonte da variagdo SO gl MQ F valor-P
Entre grupos 13901500,00 3,00 4633833,33  4877,72 0,00
Dentro dos grupos 7600,00 8,00 950,00
Bolores
Semana 1
Fonte da variagdo SO gl MQ F valor-P
Entre grupos 446039,58 3,00 148679,86  2523,56 0,00
Dentro dos grupos 471,33 8,00 58,92
Semana 3
Fonte da variagdo SO gl MQ F valor-P
Entre grupos 118023866,67 3,00  39341288,89 6584,32 0,00
Dentro dos grupos 47800,00 8,00 5975,00
Semana 6
Fonte da variagdo SO gl MQ F valor-P
Entre grupos 180917691,67 3,00  60305897,22 2489,41 0,00
Dentro dos grupos 193800,00 8,00 24225,00
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