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1. INTRODUCAO

Os carotenoides sdo pigmentos amplamente utilizados na industria de
alimentos, que conferem cores que variam do amarelo ao vermelho
(MALDONADE et al., 2007). Embora sejam encontrados em fontes naturais como
vegetais, animais e alguns micro-organismos, boa parte de sua producédo, em
escala industrial, ocorre sinteticamente através de processos quimicos
(VALDUGA et al., 2009Db).

No entanto, devido a preocupacdo sobre o uso de aditivos quimicos em
alimentos, existe um interesse crescente em carotendides obtidos naturalmente
através de processos biotecnoldgicos (VALDUGA et al., 2009a). E o caso da
levedura Phaffia rhodozyma, que apresenta a capacidade de produzir
intracelularmente carotenoides através de seu cultivo (FRENGOVA; BESHKOVA,
2009), oferecendo vantagens frente a outros micro-organismos e outras fontes
naturais, como a independéncia de sazonalidade para a obtencdo dos
bioprodutos, a possibilidade de utilizacdo de meios alternativos e de baixo custo,
haja vista que necessitam de fontes simples de carbono e nitrogénio para o seu
crescimento, além de ser um micro-organismo certificado como GRAS (Generally
Recognized as Safe) (CIPOLATTI et al., 2015; VALDUGA et al., 2009b).

Independente da fonte de obtencdo, o grande impasse que envolve a
aplicacdo dos carotenoides em alimentos, se deve a sua instabilidade a altas
temperaturas e presenca de luz e de oxigénio, demonstrando dificuldade em
manter suas caracteristicas ao serem submetidos a determinadas condi¢cdes
intrinsecas de alguns produtos (BAGETTI, 2009). O emprego de métodos de
microencapsulacdo representa um alternativa para aumentar a estabilidade na
estocagem e processamento, através do aprisionamento dos pigmentos,
ampliando a sua aplicacao em alimentos (FAVARO-TRINTADE et al., 2008).

Diante disso, 0 estudo objetiva microencapsular carotenoides produzidos
pela levedura Phaffia rhodozyma pelo método de liofilizagdo, utilizando alginato
de sddio, proteina de soja e goma xantana como materiais de parede, avaliando
sua estabilidade durante o armazenamento.

2. METODOLOGIA

2.1 Producao e Recuperacéo dos Carotenoides

O micro-organismo utilizado neste estudo foi a levedura Phaffia rhodozyma
NRRL-Y 17268 mantida em agar inclinado em meio extrato de malte e levedura
(YM) a 4°C. O inoculo foi realizado em erlenmeyers de 500 mL contendo 90 mL
do caldo YM, e adicionado de 10 mL do cultivo reativado, sendo incubado a 25°C,
150 rpm por 48 h ou tempo necessario para atingir 1x10% cél.mL™. A bioproducao
de carotenoides foi realizada em erlenmeyers de 500 mL com 153 mL de YM a pH
inicial de 6,0, com 10% de inoculo, sendo as condi¢cdes operacionais do processo
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25°C, 180 rpm por 168 h (RIOS et al., 2015). As biomassas obtidas foram secas
(48 h a 35°C), maceradas em gral e pistilo e os tamanhos das particulas foram
padronizados com tamanho de particula > 125 mm (CIPOLATTI, 2012).

A ruptura celular foi realizada com ondas ultrassonicas, utilizando 0,1 g de
biomassa seca para 6 mL de acetona seguido da aplicacdo de 4 ciclos
ultrassénicos de 40 kHz por 10 min, 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 foi repetido até o branqueamento total da
célula. Nas fases solventes foram adicionados 10 mL de solucdo de NaCl 20%
(p/v) e 10 mL de éter de petroleo. Apds agitacdo e separacdo de fases o excesso
de agua foi retirado com sulfato de sédio (Na,SO,4), dando origem aos extratos
carotenogénicos (BONFIM, 1999). Para a obtenc&o do volume total dos extratos a
serem encapsulados foram realizadas 5 extracdes para cada tratamento.

2.2 Microencapsulacéo dos Carotenoides e Estabilidade

Para a elaboracdo das particulas foi realizada a rotaevaporacdo do
solvente dos extratos carotenogénicos a 35°C, seguida da dissolucdo em solucéo
aquosa contendo os materiais de cobertura, sendo eles alginato de sédio (AS),
proteina de soja (PS) e goma xantana (GX), nas proporcoes
(carotenoides:material de parede) 1:1 e 1:2 em relacdo ao teor de soélidos. A
mistura foi agitada por 3 h e posteriormente submetida ao congelamento a -80°C,
seguido pelo processo de liofilizaggo durante 48 h (PRALHAD;
RAJENDRAKUMAR, 2004; LAINE, 2008). As microcapsulas foram armazenados
em frascos de vidro a 4°C e avaliadas quanto a estabilidade, na auséncia de luz e
expostas a lampada de 100 W a cada 7 dias pelo periodo de 28 dias,
quantificando-se o0s carotenoides totais por método espectrofotométrico, com
leitura a 474 nm, sendo os resultados expressos em percentual de carotenoides
(MATIOLI; RODRIGUEZ-AMAYA, 2002). O extrato livre também foi armazenado
nas mesmas condicdes e avaliado diariamente.

Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados avaliados
estatisticamente através da andlise de variancia, e quando detectadas diferencas
ao nivel de significancia 5% (p<0,05), foram seguidos por teste de Tukey ou teste
T, de acordo com as variaveis avaliadas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato carotenogénico em sua forma livre armazenado na presenca de
luz apresentou percentual dos compostos inferior quando comparado ao
armazenado na auséncia e luz (p<0,05), observando-se uma queda de 77% apdés
0 1° dia e total degradacdo dos compostos ao 2° dia de armazenamento. Na
auséncia de luz, o percentual de carotenoides no extrato livre ndo diferiu apés o
1° dia de armazenamento, apresentando uma queda de 24% ap0Os o 2° dia e de
76% apos o 4° dia de armazenamento, observando-se total degradacdo somente
apos o 6° dia, constatando a instabilidade do extrato livre e a influéncia negativa
exercida pela presenca de luz na concentracdo dos compostos de interesse.

A Tabela 1 demonstra que independente do material de parede e da
presenca ou auséncia de luz em todos os tratamentos estudados foi possivel
quantificar os compostos de interesse apos 7 dias de armazenamento, indicando
gue a microencapsulacdo aumenta da estabilidade dos pigmentos.

A presenca de luz em todos os casos estudados afeta negativamente o
percentual de retengcdo de carotenoides, demonstrando em todos o0s tempos
valores inferiores quando comparados as microcapsulas armazenadas na
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auséncia de luz (p<0,05). Na presenca de luz a degradacdo total dos
carotenoides foi observada para AS (1:1 e 1:2) aos 14 diase paraPS (1:1e 1:2) e
GX (1:1 e 1:2) aos 21 dias. Ja na auséncia de luz para todos os tratamentos
observou-se retencéo dos carotenoides até 21 dias, sendo GX o Unico material de
parede a reter os compostos de interesse até o periodo final de analises e
apresentar um percentual de retencdo maior em todos os periodos avaliados,
podendo-se inferir que entre os materiais de parede estudados, € o que apresenta
maior capacidade de protecédo dos carotenoides, e consequentemente aumenta
sua estabilidade. Rutz (2013) ao estudar a estabilidade de carotenoides presentes
em suco de pitanga roxa encapsulados pelo método de liofilizacdo, também
apontou a goma xantana como o material de parede que propiciou maior retencao
dos pigmentos, quando armazenados a 25°C na auséncia de luz, indicando ser
um bom agente encapsulante para manter a estabilidade dos compostos de
interesse.

Tabela 1. Percentual de carotenoides retidos em microcipsulas armazenadas sob
refrigeracdo (4°C) na presenca e auséncia de luz, pelo periodo de 28 dias.
Dias de armazenamento

Microcapsulas 0 7 14 21 28
Armazenamento na presenca de luz
AS 1:1 100 aA* 17,010cB®* 0,00cB® 0,00 aB® 0,00 aA?
AS 1:2 100 aA* 16,17cB®* 0,00cB® 0,00 aB® 0,00 aA®
PS 1:1 100 aA®* 34,31bB* 16,51bB* 0,00 aB® 0,00 aA®
PS 1:2 100 aA* 32,02bB? 15,69 bB* 0,00 aB® 0,00 aA?
GX1:1 100 aA* 53,37aB® 33,13aB® 0,00 aB® 0,00 aB®
GX1:2 100 aA* 55,84 aB® 36,34aB® 0,00 aB® 0,00 aB?
Armazenamento na auséncia de luz
AS 1:1 100 aA® 66,20 bA* 34,56 bA® 6,10 bA® 0,00 bA?
AS 1:2 100 aA® 64,27 bA* 35,12 bA® 5,65 bA® 0,00 bA?®
PS 1:1 100 aA® 64,98 bA* 31,76 bA® 9,48 bA® 0,00 bA?®
PS 1:2 100 aA® 64,13 bA* 30,53 bA® 8,72 bA? 0,00 bA?
GX1:1 100 aA® 74,88 aA® 56,90 aA® 43,07 aA* 18,70 aA®
GX1:2 100 aA® 76,71 aA® 56,33 aA® 43,63 aA* 17,83 aA?

Médias seguidas por letras minusculas diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (p
<0,05) avaliando revestimentos, dentro de cada condi¢cdo e tempo de armazenamento. Médias
seguidas por letras mailsculas diferentes na coluna diferem entre si pelo teste t (p<0,05)
avaliando a condi¢do de armazenamento, em cada tempo, dentro de cada revestimento. Médias
seguidas por letras minlsculas sobrescritas diferentes na coluna diferem entre si pelo teste t
(p<0,05) avaliando a concentracdo de cada revestimento dentro de cada condi¢do e tempo de
armazenamento.

AS e PS apresentam comportamentos iguais quanto a retencdo dos
pigmentos quando armazenados na auséncia de luz (p<0,05). E possivel afirmar
gue o aumento da concentracdo do material de parede utilizado no processo de
microencapsulagéo (1:1 para 1:2) ndo promove maior retencéo dos pigmentos.

4. CONCLUSOES

Conclui-se que a microencapsulagcdo aumenta a estabilidade dos
carotenoides, sendo a goma xantana o material de parede que promove maior
protecdo dos pigmentos. O armazenamento das microcdpsulas na auséncia de
luz proporciona maior retencdo dos compostos de interesse.
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