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RESUMO - Carotenoides sdo pigmentos instaveis a luz, temperatura elevada e presenca de oxigénio, o que
dificulta sua aplicagdo de alimentos. Sua microencapsulacdo representa uma alternativa para aumentar sua
estabilidade. Este estudo objetivou produzir carotenoides através de cultivos de Phaffia rhodozyma, e promover
sua microencapsulagdo pela técnica de atomizagdo utilizando goma xantana como material de parede, em
diferentes proporgdes. A encapsulacdo dos compostos de interesse foi confirmada por calorimetria diferencial de
varredura através do ndo aparecimento de evento endotérmico caracteristico do extrato livre apds a
encapsulagdo. Ocorreu a formacdo de particulas micrométricas bem definidas, separadas de morfologia
arredondada. Para ambas as propor¢fes estudadas, observou-se eficiéncia de encapsulacdo superior a 90%,
indicando elevada protecdo dos compostos de interesse, aumentando sua estabilidade e possibilitando sua
aplicacéo em alimentos.
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1 INTRODUCAO

Carotenoides sdo pigmentos naturalmente encontrados em animais, vegetais e alguns micro-organismos,
considerados compostos bioativos devido a sua elevada capacidade antioxidante, decorrente de sua estrutura com
ligacGes duplas conjugadas, que apresentam a capacidade de receber elétrons de espécies reativas, neutralizando
radicais livres (GONNET, et al., 2010). Embora estes pigmentos sejam encontrados em fontes naturais, a maior
parte dos carotenoides destinados aindustria de alimentos sdo obtidos sinteticamente por processos quimicos
(VALDUGA, et al., 2009a),fato que sugere um crescente interesse em estudos relacionados a sua producdo
natural através de processos biotecnoldgicos, em funcdo da preocupacdo dos consumidores sobre o uso de
aditivos quimicos em alimentos (VALDUGA, et al., 2009b).

A levedura Phaffia rhodozyma é um micro-organismo certificado como GRAS (Generally Recognized

as Safe), capaz de produzir intracelularmente carotenoides naturais por cultivos microbianos (MICHELON et al,
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2012), que oferece vantagens frente a outras fontes naturais e microbianas, visto que mdepende de sazonalldade
para a obtencédo dos bioprodutos, ndo requer muito espago fisico pra o seu cultivo e permite a utilizagdo de meios
alternativos para o seu crescimento, haja vista que necessitam de fontes simples de carbono e
nitrogénio,acarretando em baixo custo de producdo (VALDUGA et al, 2009a; CIPOLATTI et al, 2015), além do
fato de ser a astaxantina o composto majoritario produzido pela levedura, carotenoide este de elevada
bioatividade e valor comercial (NOGUEIRA; PRESTES; BURKERT, 2016).

No entanto, independente da fonte de obtencdo, o grande empasse que envolve a aplicacdo destes
compostos em alimentos, se deve a sua elevada instabilidade a presenca de luz, temperatura elevada e
suscetibilidade & oxidagdo, envolvidas em etapas de processamento e estocagem de alguns produtos (BAGETTI,
2009). Desta maneira, tecnologias como a microencapsulacdo representam uma alternativa para aumentar a
estabilidade dos carotenoides, através do aprisionamento desses compostos dentro de particulas em escala
micrométrica, que acarretam o aumento de sua estabilidade e ampliam sua possibilidade de aplicacdo em
alimentos (FAVARO-TRINTADE, et al., 2008).

Diante disso, este estudo objetiva promover a microencapsulacdo de carotenoides produzidos pela
levedura P. rhodozyma, pelo método de atomizagdo, utilizando goma xantana (GX) como agente encapsulante,

visando sua aplicacdo em alimentos.
2MATERIAL E METODOS

2.1 Producdo e Recuperacdo dos Carotenoides

O micro-organismo utilizado neste estudo foi a levedura Phaffia rhodozyma NRRL-Y 17268,
proveniente do Laboratério de Pesquisa da Regido Norte (Peoria, USA) certificada como GRAS (Generally
Recognized as Safe), que foi mantido em &gar inclinado em meio extrato de malte e levedura (YM) com (g.L™):
3 de extrato de levedura, 3 de extrato de malte, 5 de peptona, 10 de glicose, adicionados de 0,2 g.L ™" de KNO; a
4°C (PARAJO; SANTOS; VAZQUEZ, 1998). Para a reativacéo, a partir das culturas estoques foram realizados
repiques para tubos de ensaio com 0 mesmo meio e incubados por 48 h a 25°C. O inoculo foi realizado em
erlenmeyers de 500 mL contendo 90 mL do caldo YM, e adicionado de 10 mL do cultivo oriundo da reativagéo,
sendo incubado a 25°C, 150 rpm por 48 h ou tempo necessario para atingir 1x10° cél.mL™ (RIOS et al., 2015). A
bioprodugéo de carotenoides foi realizada em erlenmeyers de 500 mL com 153 mL do meio de produgdo YM a
pH inicial de 6,0, acrescidos de 10% de indculo, sendo as condigdes operacionais do processo 25°C, 180 rpm por
168 h (RIOS et al., 2015). As biomassas obtidas foram secas em estufa a 35°C por 48 h, ap6s, foram maceradas
em gral e pistilo e os tamanhos das particulas foram padronizados através de peneira de Tyler 115, com tamanho
de particula > 125 mm (CIPOLATTI, 2012). A ruptura celular foi realizada pelo método de ondas ultrassdnicas,
utilizando 0,1 g de biomassa seca (48 h a 35°C), adicionando-se 6 mL de acetona seguido da aplicacdo de 4
ciclos ultrassdnicos de 40 kHz por 10 min, sendo a &gua do banho trocada a cada ciclo, segundo o método
adaptado de Medeiros e colaboradores (2008). Cada amostra foi centrifugada a 1745xg por 10 min, o solvente
foi separado e o procedimento de ruptura foi repetido até o branqueamento total da célula. Nas fases solventes

foram adicionados 10 mL de solucéo de NaCl 20% (p/v) e 10 mL de éter de petroleo. Apds agitacao e separagdo
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de fases o excesso de agua foi retirado com sulfato de sodio (Na,SO,4), dando origem aos extrato

carotenogénicos. Para a obtencdo do volume total dos extratos carotenogénicos a serem encapsulados foram
realizadas 20 extracfes para cada tratamento.

2.2 Microencapsulacdo dos Carotenoides e Caracterizacdo das Microcapsulas

A microencapsulacdo dos carotenoides foi realizada pelo método de atomizacdo, utilizando goma
xantana como material de revestimento, de acordo com o método proposto por Racén et al. (2011), com
adaptacGes. Para a elaboragdo das microparticulas foi realizada a rotaevaporacdo do solvente dos extratos
carotenogénicos a 35°C, seguida de dissolucdo em solugdo aquosa contendo o material de parede, nas
proporcdes 1:1 e 1:2 (carotenoides:material de parede) em relagcdo ao teor de solidos. As dispersdes foram
agitadas por 3 h e logo submetidas a secagem aravés de aspersdo por atomizacdo em mini spray dryer, utilizando
vazdo da bomba de 0,15 L.h™, temperatura de entrada de 100°C e vaz&o de ar comprimido de 1,65 m®.min™. A
verificacdo da formacdo das microcapsulas, bem como a andlise morfoldgica e o tamanho das particulas
formadas foram observados através de microscopia eletronica de varredura (MEV) de acordo com Castro (2002)
e 0 tamanho médio das particulas foi determinado através de pelo menos 100 medidas realizadas utilizando o
softwere Sigma Scan Pro 5. A eficiéncia de encapsulacio (%EE) dos carotenoides foi realizada segundo o
método espectrofotométrico descrito por Sutter, et al. (2007), baseado na estimativa dos carotenoides totais
presentes dentro e fora das microparticulas. Para realizar a quantificagdo dos carotenoides presentes na superficie
das microparticulas, 0,1g de amostra e 5mL de hexano foram misturados e levados a um agitador vortex por 10
segundos, seguidos de centrifugacdo a 3420xg por 10 minutos, recolhendo o sobrenadante. Para a quantificagdo
do total de carotenoides presentes dentro e fora das microparticulas, foi realizada a dispersdo das microparticulas
em 5mL de hexano, agitou-se vigorosamente para a remocao do total de carotenoides, filtrou-se com algodao
para um baldo de 10mL e lavou-se o residuo com hexano. Ambas as fra¢fes recolhidas foram avaliadas
espectrofotometricamente em 470 nm quanto ao teor total de carotenoides. Os resultados foram expressos em
percentual de carotenoides encapsulados através da equacgdo 1.

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

Total de carotenoides
O rendimento do processo de encapsulagdo foi calculado com base na massa dos solidos iniciais e
finais, seguido de sua conversdo em percentual. A confirmacdo da encapsulacao foi realizada através da anélise
de calorimetria diferencial de varredura (DSC) de acordo com Rutz (2013) utilizando uma taxa de 10°C min™
entre 25 e 280 °C, com fluxo de nitrogénio de 40 mL min™. Os experimentos foram realizados em triplicata e 0s
resultados avaliados estatisticamente através da analise de variancia, e quando detectadas diferencas ao nivel de

significancia 5% (p<0,05), foram seguidos por teste T.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi possivel promover a microencapsulacdo dos carotenoides microbianos, observando-se elevada

eficiéncia da encapsulacdo (Tabela 1), que considera o percentual de carotenoides protegidos pelo agente
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encapsulante, apresentando valores superiores a 91%, para ambos os tratamentos. Tais resultados |nd|cam que 0
método permite a preservagdo dos compostos de interesse e que a goma xantana promove o aprisionamento dos
carotenoides nas microcapsulas formadas, concordando com estudos realizados por Wandrey et al. (2010), que
sugerem que a principal vantagem desta técnica é a possibilidade de trabalhar com materiais termosensiveis,

visto que o periodo de exposicdo das particulas ao calor é curto.

Tabela 1. Rendimento de processo e eficiéncia de encapsulacdo dos carotenoides microencapsulados pelo

método de atomizagdo utilizando goma xantana (GX) como agente encapsulante.

Agente encapsulante Rendimento de processo (%) Eficiéncia de encapsulacao (%)
Goma Xantana 1:1 199a 924+15a
Goma Xantana 1:2 20,2a 916+17a

Letras mindsculas diferentes na coluna indicam diferenca significativa pelo Teste T (p<0,05). (n=3).

O mesmo ndo é observado rendimento do processo (Tabela 1), baseado na massa de solidos para cada
tratamento, apresentando valores em torno de 20% para ambos os tratamentos, ndo havendo diferenga
significativa (p>0,05) entre eles. Tais resultados apontam que, nas condi¢Bes deste estudo, as perdas durante o
encapusulamento, se devem ao elevado teor de sdlidos retidos nas paredes tubulares do interior do atomizador,
de dificil acesso para sua retirada. De acordo com Jafari et al. (2008), existe uma concentra¢do 6tima de material
a ser encapsulado como forma de garantir maior rendimento. A taxa de alimentacdo do liquido a ser atomizado
deve ser ajustada como forma de garantir que cada goticula aspergida atinja o nivel desejado de secagem antes
de entrar em contato com a superficie da cAmara do atomizador. Desta maneira, a concentracdo do material a ser
encapsulado, bem como a taxa de alimentagdo do atomizador séo varidveis importantes a serem estudadas com a
finalidade de aumentar o rendimento do processo.

O comportamento térmico das microparticulas produzidas pode ser observado através dos termogramas
de DSC (Figura 1), onde picos endotérmicos e exotérmicos encontram-se representados através de curvas para

baixo e de curvas para cima, respectivamente.

Figura 1. Termogramas de DSC das microcapsulas utilizando goma xantana (GX) como agente encapsulante nas
proporgdes: a- GX 1:1, b- GX 1:2.

Dsc Dsc
Wime mWimg

O extrato carotenogénico nao encapsulado apresenta um pico endotérmico ao atingir 59°C, enquanto a
GX apresenta um Unico pico endotérmico em 156,18°C. Ja para 0s extratos carotenogénicos microencapsulados
picos endotérmicos em 86,29°C (Figura 1a) e 105,17°C (Figura 1b) sdo observados, notando-se a auséncia de

pico caracteristico do extrato carotenogénico ndo encapsulado, demonstrando a alteracdo do comportamento
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térmico dos extratos encapsulados, sugerindo a prote¢do dos compostos de interesse e, consequentemente'sua
encapsulacéo.

Através das micrografias de MEV (Figura 2) pode ser observada a formagao de particulas de dimensao
micrométrica, bem definidas e separadas, de morfologia arredondada, com superficies desuniformes e aspecto
enrugado, independente da propor¢do do material de parede.

Figura 2. Micrografias de MEV das microparticulas utilizando goma xantana (GX) como agente encapsulante

nas proporcdes: a- GX 1:1, b- GX 1:2.
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Os tamanhos médios de particulas foram de 2,8 + 3,1 um para GX 1:1 e 2,2 + 2,4 pm para GX 1:2,
variando de 0,6 a 6,7 pm e de 0,9 a 5,6 um, respectivamente. De acordo com Fazaeli et al. (2012), a qualidade de
produtos obtidos através da secagem por atomizacao é dependente das condi¢Bes de operagdo do atomizador,
que sdo consideradas adequadas quando se obtém, apds a secagem, particulas que ndo tenham sofrido expanséao e
rachaduras em sua estrutura, o que pode ser observado no presente estudo.

4 CONCLUSAO

A microencapsulacdo dos carotenoides produzidos por P. rhodozyma utilizando goma xantana como
material de cobertura foi realizada pela técnica de atomizagdo, obtendo-se particulas de morfologia arredondada,
bem definidas e separadas, que acarretaram na protecdo dos compostos de interesse, comprovada pela elevada
eficiéncia de encapsulagdo (>90%). Desta maneira, as microparticulas produzidas neste estudo representam uma
alternativa promissora para a aplicagéo de carotenoides naturais em alimentos.
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