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RESUMO

DOMICIANO, M. G. Microencapsulagcdo de dmega 3 para aplicacao em
frozen yogurt. 2015. 44 f. Trabalho de Conclusdo de Curso. (Engenharia de
Alimentos), Universidade Tecnologica Federal do Parana. Campo Mouréao,
2015.

O 6mega 3 € um &acido graxo poliinsaturado que quando consumido em doses
recomendadas, apresenta diversos beneficios ao ser humano, entre eles a
prevencao e o tratamento de doencas cardiacas. A aplicacdo de 6mega 3 em
alimentos ja vem sendo utilizada em funcao da preocupacgédo dos consumidores
em adquirir alimentos mais saudaveis, em busca da melhor qualidade de vida.
Neste trabalho foi produzido microcapsulas de albumina e colageno reticuladas
com ions de célcio que atuaram como matrizes para a incorporacdo de 6mega
3. As microcapsulas obtidas apresentaram tamanho médio de 10 a 113 um, e
foram capazes de evitar o sabor e odor desagradaveis. A adicdo de
microcapsulas em frozen yogurt ndo modificou as caracteristicas fisicas,
guimicas e sensoriais do produto mostrando que esta técnica de encapsulacéo
pode ser considerada uma boa oportunidade de negécio para a industria de
alimentos, principalmente para area de desenvolvimento de produtos naturais.

Palavras-Chave: Micelas; Acido docosahexaenoico; Acido eicosapentaenoico;

Gelados comestiveis.



ABSTRACT

DOMICIANO, M. G. Omega 3 microencapsulation to apply in frozen yogurt.
2015. 44 f. Trabalho de Conclusdo de Curso. (Engenharia de Alimentos),

Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Campo Mouréo, 2015.

The Omega 3 is a polyunsaturated fatty acid that, when consumed in
recommended doses, has several benefits to humans, including preventing and
treating cardiovascular diseases. The inclusion of Omega 3 in food has been
happening for a while since consumers are increasingly opting for a healthy diet
that enhances quality of life. In this work both albumin microcapsules and
collagen cross-linked with calcium ions acted as matrices for the incorporation
of Omega 3. The obtained microcapsules had average size of 10 to 113 ym and
were capable of avoiding unpleasant taste and odor. The addition of
microcapsules did not change the physical, chemical and sensory
characteristics of frozen yogurt showing that this encapsulation technique may
be considered a good business opportunity for the food industry, mainly for the
area of development of the natural products.

Key words: Micelle; Docosahexaenoic acid; eicosapentaenoic acid; edible ice

cream
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1 INTRODUCAO

No Brasil, 30 % das mortes sdo causadas por doencas cardiacas,
principalmente por infarto e acidente vascular cerebral (AVC). Em média 60 % das
vitimas sdo homens acima dos 56 anos, porém jovens entre 20 e 40 anos estao
tendo mais problemas cardiovasculares, como infartos e representam em meédia 12
% do total, sendo que ha dez anos, esse numero ndo passava de 6 % (ANDRADE,
2013; PAVANELLO, 2008). Doencas cardiovasculares estdo associadas
principalmente ao alto consumo de gorduras saturadas, alcool e outros fatores de
risco como peso acima do ideal. A boa noticia € que os fatores de riscos podem ser
revertidos reduzindo o consumo de gorduras trans e ingerindo gorduras insaturadas
(STIPP et al., 2007).

Entre os &cidos graxos poli-insaturados, esta o 6mega 3, que € constituido
principalmente pelo acido alfa-linolénico (ALA), o acido eicosapentaendico (EPA) e o
acido docosahexaendico (DHA). Estes sdo considerados essenciais, pois o ser
humano ndo consegue sintetiza-lo, sendo adquiridos por meio de alimentacao
(CORDIOLI, 2011).

O 6mega 3 (EPA e DHA) pode ser obtido através de peixes como atum,
anchova, salméo, sardinha e arenque. O seu consumo reduz o colesterol LDL (Low-
density lipoprotein), beneficia a manutencdo do ritmo cardiaco e também possui
acao anti-inflamatéria, além de ser usado em tratamentos de doencas cardiacas em
geral. E considerado indispensavel para o desenvolvimento do cérebro e retina de
recém-nascidos. Em vegetais o 6mega 3 (ALA) pode ser encontrado nos 6leos de
linhaca, canola, soja e colza; além das nozes e améndoas. O acido alfa linolénico
estimula o sistema imunoldgico, por isso € utilizado em tratamentos de doencas de
auto-imunidades como llpus e eczema, e tem acao anti-inflamatéria, também é
utiizado em doencas ésseas e doencas psiquiatricas como depressdo grave e
psicose maniaco-depressiva (FAGUNDES, 2002; CARDOSO, OLIVEIRA, 2008).
Ainda, segundo YAMASHITA, SARKIS (2011), previnem também alguns tipos de
cancer, como o de mama, Utero e ovario, além de diminuir sintomas da menopausa.
Outro fator importante para este acido graxo em particular € que na literatura ndo ha
relatos de compostos de 6Amega 3 que contenham efeitos téxicos e/ou
carcinogénicos citados (CORDIOLI, 2011).
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Apesar de todas as vantagens que o consumo adequado de 6mega 3 traz ao
organismo humano a ingestdo destes é considerada baixa nas dietas ocidentais uma
VEéz que a necessidade diaria esta em torno de 1 a 2 gramas e 0 consumo em torno
de 0,04 gramas. Além do custo dos alimentos ricos em 6mega 3 o odor e 0 sabor
desagradéavel séo fatores que auxiliam o baixo consumo do mesmo (PERINI et al.,
2010).

Uma forma de adicionar o 6mega 3 em alimentos e/ou ingredientes e ao
mesmo tempo mascarar a presenca € através da microencapsulacdo. Este tipo de
tecnologia € aplicada principalmente para empacotar nutrientes na forma liquida ou
sélida, com capsulas extremamente pequenas compostas por finas coberturas de
polimeros. A utilizacdo das microcapsulas pode servir para evitar a transferéncia de
acidos gordos ou para evitar sua degradacédo gerada pela luz, umidade, oxigénio, pH
extremo e também por ingredientes reativos. Ainda, evita aglomerados e reduz a
higroscopicidade além de aumentar a uniformidade, pode transformar liquido em
sélido controlando a velocidade de liberacdo, e mascarar sabores e odores,
tornando-se em uma fonte de nutrientes com propriedades Unicas (ARSHADY, 1993;
UBBINK, KRUGER, 2006; RODRIGUES et al., 2011; REBELLO, 2009).

Quando o 6mega 3 é adicionado corretamente em um alimento, chamamos
este de Alimento funcional. Alimento funcional é definido como qualquer alimento ou
ingrediente alimentar que pode fornecer beneficio para a saude além dos nutrientes
tradicionais que ele contém. Estes sdo capazes de produzir efeitos metabdlicos ou
fisiologicos desejaveis a uma boa saude, podendo atuar na reducédo do risco de
doencas cronico-degenerativas. Podem ser citados como componentes com acgao
funcional os &cidos graxos como o dmega 3, 0s prebidticos, probioticos, polifendis e
os carotendides (GAVA, SILVA, FRIAS, 2008; MILNER, 1999).

No mercado atual é possivel encontrar alimentos enriquecidos com dmega
3, com apelo funcional, como leite, ovo, azeites, carnes, queijos, entre outros
produtos enriquecidos com diferentes por¢cdes desse acido. Entre os alimentos
enriquecidos com 6mega 3, o ovo é o produto mais disponivel, visto que a racao
fornecida aos frangos € enriquecida com este acido graxo. Dessa mesma maneira
se enriquece também com 6mega 3 a carne de aves, carne de porco e o leite de
vaca (SILVA, JUNIOR, SOARES, 2007; VALENZUELA, SANHUEZA, NIETO, 2000;
GONZALEZ, 2002).
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Também € possivel encontrar sobremesas enriquecidas com 6émega 3 em
locais de comercializagcdo de produtos naturais. Segundo Gon (2014), micelas de
albumina e colageno aplicadas em yogurt frozen sdo capazes de proteger um
ingrediente funcional. Obtendo ainda um produto com caracteristicas fisicas,
quimicas e sensoriais adequadas a de um “Gelado Comestivel”, mostrando que o
frozen yogurt pode ser considerado uma boa opcao de produto para o mercado.

Com base no descrito acima, comprova-se 0 vasto campo de pesquisa para
desenvolvimento de produtos funcionais. Neste sentido a microencapsulacdo de
Omega 3 para aplicacdo em frozen yogurt apresenta uma alternativa ao consumo de
omega 3. Entretanto, uma vez que o frozen yogurt € uma gelado comestivel
agradavel ao paladar propfe-se o seguinte desafio: € possivel microencapsular

O6mega 3 e inserir no frozen sem a percepcéo do consumidor?
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem por como objetivo microencapsular 6mega 3
derivado de peixe, através de micelas constituidas de albumina e colageno, para

aplicagcédo em frozen yogurt funcional.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Obtencédo das microcapsulas de albumina e colageno contendo
omega 3;

o Caracterizacao do tamanho das microcapsulas;

. Obter a curva de calibracdo do 6mega 3;

o Realizar a cinética de liberacdo do 6mega 3;

o Obtencao de frozen yogurt;

. Andlises fisico-quimicas (Andlise de pH, determinacdo de porcentagem
de incorporagdo de ar “overrun” e analise de derretimento da
formulacao;

. Andlises microbioldgica;

. Andlise sensorial do produto frozen yogurt.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 OMEGA 3

As primeiras andlises sobre o metabolismo dos &acidos graxos émega 3
surgiram na década de 70, a partir de um estudo da doenca coronariana. Observou-
se que os esquimos da Groenlandia, apesar do alto consumo de dietas ricas em
gorduras com elevados teores de colesterol e baixa ingestdo de carboidratos,
apresentam baixos niveis de colesterol total, triglicéride e lipoproteina de densidade
muito baixa (VLDL), e niveis maiores de lipoproteinas de alta densidade (HDL), o
que pode ser relacionados aos menores indices de doencas cardiovasculares,
ateroscleroses, artrite, hipertensdo e trombose. Os Esquimoés também apresentam
baixa incidéncia de asma, psoriase e doencas autoimune (CUKIER et al., 1997,
DAVIS et al., 1987).

O démega 3 € um tipo de gordura poliinsaturada encontrada principalmente
em peixes marinhos de agua fria e em algumas sementes de plantas. O &cido alfa
linolénico (ALA), que pertence e d& origem ao Omega 3, permite a formacao de dois
importantes acidos graxos de cadeia longa: o acido eicosapentaendico (EPA) e o
acido docosahexaenoico (DHA) (MARTINS et al., 2008; FAGUNDES, 2002).

O EPA possui acao anti-inflamatoria, atuando na producédo de substancias
anti-inflamatoérias chamadas prostaglandinas E (PEIXOTO et al., 2001). Apresenta
também, beneficios para a saude do coracédo e circulacdo ja que, além de ser anti-
inflamatorio, também diminui a agregacao plaquetéaria, reduzindo a formacédo de
coagulos que podem causar trombose e derrame cerebral (AVC). Também ajuda
nos sintomas ou doencas de carater inflamatério como celulite, obesidade e artrite
reumatoide (ZAMBOM, SANTOS, MODESTO, 2004).

O DHA é considerado como 6timo alimento para o cérebro, ja que mais da
metade deste 6rgdo € composto por gorduras. Em beneficios, esta envolvido com
diversos processos cognitivos, como o funcionamento da memoria e da correta
sinalizacdo entre os neurdnios. Também impede a formacdo de substancias
deletérias para o cérebro e aumenta a producdo de substancias anti-inflamatorias e
neuroprotetoras, tendo um efeito protetor contra doencas neurodegenerativas como

Alzheimer, Parkinson e Esclerose Lateral Amiotréfica. Este tipo de acido graxo
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Omega 3 tem papel importante no desenvolvimento fetal e faz parte da retina dos
olhos (WOODCOCK et al., 1984; ANJO, 2004).

3.2 FROZEN YOGURT

O Frozen yogurt como é chamado, € um sorvete de iogurte, sendo um
produto diferente dos demais sorvetes jA que ha uma fermentacdo prévia de tal
forma que, pela agdo dos microrganismos, parte dos acucares sdo transformados
em acido lactico. Uma vez finalizada esta fermentagéo, se procede a adicdo do
restante dos ingredientes, o batimento, e o congelamento, resultando em um produto
de consisténcia cremosa, suave e agradavel ao paladar (GONCALVES, EBERLE,
2008).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2005) classifica o frozen yogurt
como um gelado comestivel e o define como produto obtido basicamente de leite,
submetido a fermentacao lactea através da acdo de bactérias probioticas ou a partir
de iogurte com ou sem adicdo de outras substancias alimenticias, sendo
posteriormente aerado e congelado.

O frozen yogurt pode ser considerado uma alternativa saudavel ao sorvete
para as pessoas que sofrem com obesidade, doencas cardiovasculares e
intolerancia a lactose, em decorréncia do seu baixo conteudo de gordura (o
percentual de gordura em um sorvete de iogurte padréo varia de 3,5 a 6 %) e
reduzido teor de lactose, o qual depende estritamente do tipo e duracdo da
fermentacao. Além disso, o frozen yogurt apresenta maior vida de prateleira quando
comparado ao iogurte (CORTE, 2008; PEREIRA et al., 2012).

3.3 MICROENCAPSULACAO

Segundo Arshady (1993), a microencapsulacéo € uma tecnologia conhecida
e sua aplicacdo se da principalmente no empacotamento de pequenas particulas de
nutrientes, na forma sélida ou liquida, com capsulas extremamente reduzidas
formadas por finas coberturas poliméricas. Estas podem liberar seu contetdo sob
velocidade e condi¢des especificas de acordo com o efeito desejado, representando
uma solugcédo para as varias limitacbes no emprego de ingredientes, suprimindo ou

atenuando sabores indesejaveis. E empregada para reduzir a volatilidade e a
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reatividade de alguns nutrientes, aumentando a sua estabilidade principalmente em
presenca de luz, oxigénio e pH variaveis (TODD, 1970).

Diversas particulas podem ser “empacotadas”, como: pigmentos, compostos
de sabor, nutrientes, enzimas, conservantes, acidulantes, entre outras, em capsulas
comestiveis (KAREL & LANGER, 1998). O material a ser encapsulado, é chamado
de recheio ou nucleo, e o material que forma a capsula, encapsulante, cobertura ou
parede (GIBBS, 1999).

A encapsulacdo podem ser classificadas em 3 categorias, de acordo com
Baker (1986): macro (>5000 pum), micro (0,2-5000 um) e nanocapsulas (<0,2 pum).
Em termos de arquitetura, as capsulas podem ser divididas em dois grupos: aquelas
nas quais o nucleo é nitidamente concentrado na regido central, circundado por um
filme definido e continuo do material de parede, e aquelas nas quais o nucleo é
uniformemente disperso em uma matriz.

A encapsulagcdo do 6mega 3 se encontra na faixa de 0,2-5000 pm,
classificando-a como micro. Seu principal objetivo € minimizar efeitos oxidativos, o
que atualmente pode ser realizado através das técnicas de utilizacdo de agentes
antioxidantes ou da microencapsulacédo. Diversos materiais sdo descritos na
literatura para formacdo de microcdpsulas dentre os quais se destacam: 0s
carboidratos, as proteinas, as gomas e alguns lipidios (DELLAMORA-ORTIZ,
CARVALHO E FREITAS, 2009).

3.4 ALIMENTOS FUNCIONAIS

Nas ultimas décadas tem-se atribuido aos alimentos, além das funcdes de
nutricdo e de prover apelo sensorial, uma terceira funcdo relacionada a resposta
fisiolégica especifica produzida por alguns alimentos, que sdo chamados de
alimentos funcionais. Estes alimentos podem prevenir, curar ou auxiliar na
recuperacédo de determinadas doencas (ZERAIK et al., 2010).

O termo “Alimento Funcional” faz parte de uma recente concepgao de
alimentos, lancada no Japao na década de 80. Por meio de um programa de
governo que tinha como objetivo desenvolver alimentos saudaveis para uma
populacao que envelhecia e apresentava grande expectativa de vida (ANJO, 2004).

O alimento pode ser considerado como funcional se for demonstrado que o

mesmo pode afetar beneficamente uma ou mais func¢des alvo no corpo, além de
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possuir efeitos nutricionais adequados, de maneira que seja tanto relevante para o
bem estar e a salde quanto para a reducao do risco de certa doenca. Além disso,
nao sado considerados medicamentos, pois 0s principios responsaveis pelos efeitos
benéficos ndo sdo extraidos do alimento (ROBERFROID, 2002; SANDERS, 1998).

Segundo a ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (1999),
alimento funcional é definido como "aquele alimento ou ingrediente que, além das
funcdes nutricionais béasicas, quando consumido, como parte da dieta habitual,
produz efeitos benéficos a saude"”.

No Brasil j& existem varios alimentos funcionais no mercado como: (i)
iogurtes com probidticos que melhoram a saude intestinal, (i) leites enriquecidos
com ferro (que ajuda na prevencdo e no tratamento da anemia), com vitaminas e
com o acido 6mega-3 (que ajuda no controle do colesterol), (iii) bem como ovos e
margarinas enriquecidos também com O6mega 3. Recentemente a agua mineral
ingressou no mercado das bebidas funcionais, oferecendo aguas que contém alta
concentracdo de vitaminas C e vitaminas do complexo B, a fim de fortalecer o
sistema imunolégico, ou que contém a fibra FOS (frutooligossacarideo) e que
prometem contribuir para a prevencéo dos canceres de mama e de colon, podendo
reduzir os riscos de doencgas cardiovasculares, além de regular o intestino (RAUD
2008; OLIVEIRA et al, 2002).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 LOCAL DE REALIZACAO DO TRABALHO

Este trabalho foi realizado nos laboratérios da Universidade Tecnoldgica

Federal do Parana (UTFPR) campus Campo Mourdao.

4.2 SINTESE E PREPARO DAS MICELAS DE ALBUMINA E COLAGENO

A obtencéo das micelas de albumina e colageno foi realizada de acordo com
a metodologia descrita por Rodrigues (2014), com algumas modificacdes. Através da
Figura 1 pode-se visualizar o fluxograma da sintese e preparo das micelas de
albumina e colageno, conforme descrito com mais detalhe abaixo.

Para o preparo das micelas inicialmente foram preparadas solu¢cdes aquosa
de colageno 20 %, e albumina 10 %. Para o preparo da solucdo de colageno, foi
adicionado o colageno em &gua mantida sob constante aquecimento (80° C) e
agitacao utilizando chapa de aquecimento (DiagTech DT3120H). A solucdo de
albumina foi dissolvida em agua destilada, mantida a temperatura ambiente, afim de
evitar possiveis alteracdes em sua caracteristicas.

Apos as duas solucdes prontas, esperou-se 20 minutos para a solucédo de
coldgeno estabilizar sua temperatura com a temperatura ambiente, e entdo foi
realizado a mistura das duas solugdes utilizando agitacdo mecanica (Fisatom, Mod.
713D) com uma velocidade de 470 rpm, por aproximadamente 10 minutos até sua
completa miscibilidade. Em seguida foram adicionados 4,5 gramas de Tween 80,
mantendo a agitacdo por mais 5 minutos. ApGs este tempo, adicionou-se 21 gramas
de Oleo de peixe contendo 35% de DHA e EPA, 6mega 3 (All Chemistry), mantendo
agitacdo, por mais 5 min.

Logo ap6s foram adicionados 450 mL de agua destilada gelada com
temperatura de 1 °C, com intencdo de formar emulsédo de albumina e colageno
dispersa em meio aquoso, prosseguindo com a agitacdo por mais 5 minutos. Em
seguida foram adicionados 100 mL de solucéo de cloreto de calcio (10 % m/v), para

reticulagdo do colageno e albumina, mantendo agitacdo constante. Neste momento
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foi adicionado acido cloridrico (HCI) a solucéo até pH=4,5, sob agita¢do constante e,
por fim foi adicionado 80 mL de isopropanol.

Terminado os 5 minutos de agitacdo apd6s a adicdo do isopropanol, a
solucédo foi centrifugada a fim de retirar o alcool e separar as microcapsulas de
albumina e colageno com dmega 3. Apdés a retirada do alcool repetiu-se por mais
trés vezes a centrifugacdo das microcdpsulas que foram lavadas com &agua

destilada, e armazenadas em geladeiraa 5 °C.

[ Albumina 10%] [Colégeno 20% ]

[ SoI;.AIb..’; Col.] [ Centrifugacdo ]—{ Lavagem (3x) ]

[ Tween 80 ] [ Isopropanol ]

[ Oleo de Peixe ] [ HCl ]
[ I
[ Agua ]—[ Cloreto de Célcio 10% ]

Figura 1: Fluxograma da sintese e preparo das micelas

de albumina e colageno.

4.3 CARACTERIZACAO DAS MICROCAPSULAS
4.3.1 Analise microscopica

Foi realizada através da caracterizacdo da imagem das microcapsulas
utilizando um microscépio Optico (BIOVAL, modelo L2000A), com camera acoplada
ao computador (DCM130E), com o intuito de avaliar a estrutura polimérica micelar
formada. As medidas dos diametros das microcdpsulas foram obtidas através do

programa Image Tool.
4.3.2 Andlise da curva de calibracdo para o 6mega 3

Foram preparadas 4 solu¢gbes de 6mega 3 em hexano a partir da diluicdo de

uma solucdo 1x10° mL de 6mega 3. As solucbes diluidas resultantes de
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concentracdes 6,66x103, 4,44x10° e 2,96x10° mL foram utilizadas para preparar
uma curva de calibracdo através da leitura da absorcdo maxima da substancia em
232nm, utilizando-se o espectrofotometro (PG, Modelo T80+ UV/VIS).

4.3.3 Cinética de liberacdo do 6mega 3

Foi realizada a cinética de liberacdo do 6mega 3 adicionando-se 0,26 g de
microcapsulas, em uma cubeta contendo 3 mL de hexano a qual foi entdo levada ao
espectrofotometro para deteccdo da absorcdo maxima de dmega 3. O valor de
maxima absorgdo foi entdo convertido em concentracdo através da curva de
calibracdo obtida anteriormente. A cinética de liberacdo do 6mega 3 foi realizada em

duplicata.

4.4 ELABORACAO DO FROZEN YOGURT COM OMEGA 3

Duas formulacdes foram elaboradas de acordo com o método proposto por
Oliveira, Sereia, Oliveira (2012), com modificac6es. A primeira formulacéo aplicou-se
as microcapsulas, e na segunda formulagcdo como controle ndo ocorreu adi¢cdo de
microesferas.

O preparo das formulacdes constituiu-se por trés etapas:

1) Pré-ativacdo da cultura probidtica — foi realizada a partir da dissolucao
asseptica de uma aliguota de 5 g de cultura de Lactobacillus acidophilus e
Lactobacillus casei em 1 L de leite desnatado UHT e incubada em estufa por 12

horas a 40 °C, conforme fluxograma na Figura 2.

L. casei +

I

L. acidophilus

Leite desnatado

Incubado 12 h

Figura 2: Fluxograma da pré-ativagcdo da cultura probiotica.
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2) Preparo da base - utlizando um liquidificador industrial, foram
homogeneizados em 2 L de leite desnatado UHT os ingredientes sélidos: 5 % de
leite em p6 desnatado, 1 % de soro em po, 1 % de espessante, 1 % de amido de
milho modificado (Gemacon) e 10 % de acucar. Em seguida, a mistura sofreu
tratamento térmico em banho-maria até atingir 90 °C por 10 minutos, e entdo
posteriormente, sofreu o resfriamento até chegar a 36 °C para adi¢do de 2 % da
cultura probidtica pré-ativada, sendo em seguida, incubada em estufa a 36 °C por 12

horas. Conforme fluxograma na Figura 3.

Leite Desnatado

ﬁncubada 12h ]

w
[Cultura pré-ativada ]
Amido de milho

i

{Tratamento Térmico ]

Figura 3: Fluxograma do preparo da base.

3) Preparo da calda - utilizando o liquidificador industrial homogeneizou-se
por 10 minutos os 2 L da base fermentada, obtida anteriormente, com 5 % de xarope
de glicose, 5 % de leite em pd, 1 % de soro de leite em p6 e 1% de emulsificante.
Por ultimo, a mistura foi congelada em sorveteira vertical (Fort Frio) & -20 °C onde
ocorreu a adicdo de microcapsulas com dmega 3 (Figura 4). As amostras foram
acondicionadas em potes plasticos com tampa, identificadas e armazenadas em
congelador a -20 °C, afim de serem submetidos a andlises fisico-quimicas,

microbiolégicas e sensorial. Conforme fluxograma na Figura 5.
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Figura 4: Etapa de congelamento do frozen yogurt

com microcapsulas de 6mega 3.

[2 L base fermentada

)

Xarope de glicose

Soro em po

[Microcépsulas ]
/]\.
/{ongela mento -ZOEC]

EmuI5|f|cante

Homogenlzado

]
[ ]
[ ]
[Lmte em po ]
[ ]
[ J

Figura 5: Fluxograma do preparo da calda.

4.5 ANALISES FISICO-QUIMICAS

O produto frozen yogurt obtido foi caracterizado através das seguintes

analises fisico-quimicas.
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4.5.1 Analise do pH

O pH foi determinado seguindo as Normas Analiticas do Instituto Aldolfo Lutz
(2008), por meio do método potenciométrico. Com 10 g das amostras dissolvidas em
100 mL de &gua destilada, foi realizado a analise utilizando um pHmetro (MS
tecnopon Equip. Especiais Ltda, modelo mPA-210) previamente calibrado, sendo

realizado em duplicata.
4.5.2 Determinacédo de porcentagem de incorporacdo de ar (overrun)

A determinacdo do overrun, que € a porcentagem de incorporacdo de ar
sofrida durante processo de congelamento da calda de frozen, foi realizada a partir
da determinacdo dos volumes de uma certa massa de frozen antes e apos o
descongelamento. Utilizando a Equacao 1, onde os volumes inicial e final foram
medidos em provetas conforme metodologia descrita por Mosquim (1999), pode-se

determinar o overrun.

Volume final do frozen—Volume inicial da calda
( ! ! ) x100 1)

%O0verrun =
Volume inicial da calda

4.5.3 Anélise de derretimento

O teste de derretimento foi realizado de acordo com o procedimento descrito
por Rechsteiner (2009). Duas amostras de frozen de 50 mL foram congeladas por
aproximadamente 60 minutos em freezer vertical, em seguida, transferiu-se este
volume para uma tela de malha metalica de abertura 0,5 cm. Registrou-se o volume
de frozen drenado a cada 5 minutos, mantido a temperatura ambiente do laboratoério
entre 30£1°C, sem circulagéo de ar.

A partir dos dados obtidos foram construidos graficos do volume derretido
em funcdo do tempo, no qual pode-se obter por meio de regresséo linear o tempo

inicial de derretimento. O teste foi realizado em duplicata.
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4.6 ANALISES MICROBIOLOGICAS

4.6.1 Pesquisa de coliformes a 35°C e a 45 °C

A analise microbioldgica de pesquisa de coliformes a 35 °C e a 45 °C foi
realizada segundo a Instrugcdo Normativa de 62 (MAPA, 2003).

Utilizando o teste de numero mais provavel (NMP) em caldo lauril sulfato
triptose (LST), foi realizada a pesquisa de coliformes a 35 °C, diluindo 25 g de frozen
em 225 mL de Agua peptonada tamponada 0,1 %, obtendo diluicdo 107. As
preparacdes das diluicdes decimais subsequentes foram realizadas em tubos
contendo 9 mL do mesmo diluente até 1/1000, com um tubo de Durhan invertido.

Assim, foram incubados em estufa bacteriologica a 35-36 °C por 48 horas (Figura 6).

Figura 6: Tubos de ensaio com LST, para

pesquisa de coliformes a 35°C.

A prova confirmativa para coliformes a 45 °C foi realida pela inoculagdo em
caldo EC, em temperatura seletiva de 45 + 0,2 °C a partir dos tubos positivos obtidos
na prova presuntiva, onde a presenca de gas nos tubos de Durhan evidencia a
fermentacao da lactose presente no meio.
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4.7 ANALISE SENSORIAL

Para analise sensorial de comparacdo do produto, o trabalho foi submetido
ao Conselho Nacional de Saltde e Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa —
CONEP, intitulado como: Desenvolvimento de Frozens Funcionais Linha Clean
Label, e com o numero do Certificado de Apresentacdo para Apreciagdo Etica
(CAAE): 02027012.3.0000.0092 (ANEXO A).

As analises sensoriais ocorreram no Laboratorio de Andlise Sensorial de
Alimentos, onde foi realizada ap6s o terceiro dia de fabricacdo dos frozens. Onde foi
aplicado o teste duo-trio com 60 provadores néo treinados e recrutados no proprio
campus da universidade para verificar a existéncia ou ndo de diferenca significativa
entre as amostras estudadas (DUTCOSKI, 2011), sendo elas o frozen com e sem
adicéo de microesferas contendo omega 3.

Para efetuar a andlise sensorial cada provador recebeu 20 g de cada
amostra em copos plasticos descartaveis codificados com numeros aleatorios de
trés digitos, acompanhados de uma colher descartavel, um copo com agua potavel e

as fichas para respostas (ANEXO B).

4.7.1 Andlises Estatisticas dos Dados

Os dados obtido na analise sensorial foram submetidos a andlises de
variancia (ANOVA) e as médias comparadas entre si ao nivel de 5 % de
probabilidade de erro, analisados pelo programa Statistica (Statsoft) versdo 8.0

segundo Granato, et al. (2010).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SINTESE E PREPARO DAS MICELAS

As micelas obtidas demonstraram consisténcia viscosa de coloracdo branca
opaca, composta por microcapsulas de albumina e colageno, no qual o 6mega 3 foi
microencapsulado.
5.2 CARACTERIZAC;AO DAS MICROCAPSULAS
5.2.1 Analise Microscopica

A formacdo das microcipsulas de albumina e coldgeno obtidas por

microemulsificacdo seguida de reticulacdo por ions calcio, foi comprovada por meio

da andlise das imagens obtidas por microscopia Optica (Figura 7).

Figura 7: Microcapsulas de albumina e colageno contendo 6mega 3,

microscopia realizada em objetiva de 40x.

O tamanho das micelas obtidas estava entre 10 e 113 pym. Estes valores
obtidos sédo desejaveis, uma vez que, quanto maior a quantidade de micelas com
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tamanhos inferiores a 100 um menor sera sua percep¢do na analise sensorial
(RODRIGUES, MORAES, SILVA, 2012)

A variacdo de tamanho esta associada ao meétodo de agitacdo utilizado,
onde a baixa rotacdo nado foi suficiente para impedir que as micelas obtidas se
agregassem (SHAW,1975).

5.2.2 Andlise das curvas de calibragdo para 6mega 3

A curva de calibracdo do 6mega 3 foi obtida usando o método de Pacheco &
Regitano-D'arce (2009), com alteracBes. Através de dados coletados no
espectrofotometro a 232 nm, tendo como padrdo o préprio 6mega 3 diluido em
hexano foi construido o grafico (Figura 8) de mg/ml de émega 3 em funcdo da

absorbancia.
3,5

25

1,5 1 .

Concentracdo mg/mL

0,5
0 0,5 1 15 2 2,5 3
Absorbancia

Figura 8: Gréfico da curva de calibracao.

5.2.3 Cinética de liberacdo do 6mega 3

Apos realizar a andlise em espectrofotbmetro a 232 nm, foi obtido a curva de
liberacdo de 6mega 3, conforme Figura 9, que apresenta a curva de liberacdo de
Omega 3 mostrando que as microcapsulas contendo émega 3 foram capazes de
liberar 1,52 mg/mL de 6mega 3 em apenas 10 minutos, e apds 60 minutos foi capaz
de liberar 2,73 mg/mL de 6mega 3. A andlise foi realizada em duplicada obtendo os

mesmo valores.
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Figura 9: Gréfico da curva de liberacdo de 6mega 3.

5.3 ANALISE FiSICO-QUIMICA

5.3.1 Andlise de pH

O frozen sem microcpsulas apresentou valor de pH de 3,83, e 0 mesmo
valor na repeticdo, enquanto o frozen contendo microcapsulas apresentou os valores
de 3,86 e 3,92. Pante (2014) em seu trabalho obteve resultados de pH sem
diferenca significativa, onde comparava frozen yogurt com polpa de amora-preta
integral a frozen yogurt com polpa de amora-preta encapsulada com maltodextrina.
Em outro trabalho, Ferreira (2011) desenvolveu frozen yogurt saborizado com polpa
de caja-manga obtendo um valor de pH de 4,47.

Na literatura e em trabalhos ndo ha uma concordancia entre os autores,
sobre a faixa de pH ideal que o frozen yogurt deve atingir ao final da incubacéo.
Porém, em trabalhos ja divulgados os valores de pH estdo entre 3,7 e 4,6, onde séo
considerados mais proximos do ideal, uma vez que fora dessa faixa de pH o frozen

pode se apresentar excessivamente amargo ou acido (MARTIM, 2002).
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5.3.2 Determinacao de porcentagem de incorporacao de ar (overrun)

O overrun, quantidade de ar incorporado na massa, das formulacdes
adicionadas com microcapsulas foi de 28,46 % e a formulacdo sem microcapsulas
29,21 %. Estes resultados estdo acima do valor minimo, 20 % estabelecido pela
legislacdo (ANVISA, 2005).

Pante (2014) encontrou resultados proximos aos citados, entre 27,90 % a
29,07 %, ao avaliar a aplicagdo de amora preta em frozen yogurt. Oliveira (2014)

observou em frozens adicionados de mirtilo resultados de 29,89 % a 29,07 %.

5.3.3 Analise de derretimento

A Figura 10 apresenta o grafico com os dados obtidos do derretimento,
mostrando o volume versus o tempo das duas amostras analisadas, com
microcapsulas e sem microcapsulas. Foi observado que o frozen contendo
microcapsulas teve maior resisténcia ao derretimento quando comparado com o
frozen sem microcapsulas, este fendbmeno ocorre principalmente entre o intervalo de
tempos de 10 a 70 minutos. Outro fator importante, é o tempo inicial de derretimento,
para o frozen sem microcdpsulas o derretimento ocorre nos primeiro 5 minutos de
analise, enquanto no frozen com microcapsulas esse tempo é de 10 minutos.

Em seu trabalho, Oliveira (2014) observou menor resisténcia ao derretimento
do frozen, em comparacdo com frozen adicionado de corantes encapsulados,
demonstrando diferenca de aproximadamente 15 %, obtidos entre 10,46 e 12,08

minutos, respectivamente.
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Figura 10: Grafico de derretimento das amostras com e sem microcapsulas.

5.4 ANALISE MICROBIOLOGICA

5.4.1 Pesquisa de coliformes a 35 e a 45 °C

A andlise microbioldgica, pesquisa de coliformes a 35 °C e a 45 °C, para as
duas formulac6es apresentaram resultados <3,0 NMP/g, onde segundo a Resolucéo
RDC n° 12 da ANVISA (2001), estabelece que o valor maximo 5x10 NMP/g para
coliformes 45 °C, termotolerantes. Resultados importantes que avaliam as condi¢des
higiénico-sanitarias dos frozen yogurt, demonstrando que todas as formulacdes
atenderam aos padrdes estabelecidos, ndo representando riscos ao consumidor e

tornando segura a analise sensorial.

5.5 ANALISE SENSORIAL

De acordo com a tabela para o teste duo-trio (Anexo C) a amostra néo
apresentou diferenca significativa da amostra padrdao ao nivel de 5 % de

probabilidade.
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O numero minimo de acertos da amostra correta para se detectar diferenca
significativa € considerado de 37 acertos. Realizando o Teste Duo-Trio com 60
julgadores, 32 avaliaram as amostras de forma correta.

Segundo Dutcosky (2011) o teste Duo-Trio € um meétodo discriminativo, e
tem sido utilizado em estudos para determinar se existem diferencas notéaveis entre
os alimentos, quando o0s seus ingredientes, processamento, embalagem, ou

armazenamento sdo de algum modo alterado.
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6 CONCLUSAO

As micelas formadas a partir de albumina e colageno foram capazes de
manter o 6mega 3 microencapsulado no frozen yogurt sem serem perceptiveis na
andlise sensorial, uma vez que o 6mega 3 puro apresenta sabor e odor
desagradaveis ao paladar. Com o resultado foi possivel obter assim, um produto
“gelado comestivel” sem modificar as caracteristicas quimicas, fisicas e sensoriais,
tornando a técnica de microencapsulacdo uma boa oportunidade para a industria de
alimentos aplicar 6mega 3.

As micelas apresentaram tamanhos em sua grande propor¢ao, menores que
100 um sendo imperceptiveis na analise sensorial, e ainda foram capazes de liberar
o dmega 3 encapsulado, demonstrando que a cada 0,26 gramas de micelas,
continham 2,73 mg de dmega 3. Na andlise de pH, foi possivel analisar que
adicionando as micelas com dmega 3, o pH tem uma pequena elevagéo, porém nao
afeta ao ponto de ser perceptivel ao paladar. Para a analise de derretimento,
overrun, o frozen com microcapsulas demonstrou ser mais resistente ao
derretimento, comecgando a derreter apds 10 minutos de seu contato com
temperatura ambiente. E com andlise sensorial observou-se que ndo héa diferenca
significativa ao nivel de 5 % de probabilidade.

Sugestdes para trabalhos futuros:

e Realizar analise de liberacdo de 6mega 3 no organismo humano;
e Realizar analise de perfil dos acidos graxo poliinsaturado presente;
e Realizar analise quantitativa dos acidos graxo poliinsaturado;

e Realizar analise sensorial de teste de aceitacao.
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ANEXO

ANEXO A: Termo de consentimento livre e esclarecido na forma de convite para os

provadores no teste de aceitacao.

“Estudo sensorial de frozen yogurt funcional com émega 3.”

Prezado (a) Senhor(a):

Gostariamos de convida-lo a participar da pesquisa “ESTUDO SENSORIAL
DE FROZEN YOGURT FUNCIONAL COM OMEGA 3", do meu trabalho de
conclusdo de curso de graduagdo junto com a Coordenacdo dos Cursos de
Tecnologia e Engenharia de Alimentos, da Universidade Tecnoldgica Federal do
Parana — UTFPR, campus Campo Mourdo. O objetivo da pesquisa é realizar uma
avaliacdo sensorial de frozen yogurt funcional com adicdo de Omega 3
microencapsulado. A sua participacdo é muito importante e vocé participard como
integrante de uma equipe que ira degustar amostras de frozen yogurt funcional com
Omega 3 e sera solicitado a dar sua opinido sobre o quanto o produto é parecido
com o outro. Os frozen yogurt funcionais foram preparados de forma similar aos
normais, com adicdo de omega 3 encapsulado em microesferas no final da
formulacdo. A analise sensorial levara em torno de 15 minutos, e vocé podera fazé-
la no horério que tiver maior disponibilidade. A ingestdo de tal produto ndo trara
nenhum risco a sua saude por se tratar de um alimento seguro. Gostariamos de
esclarecer que sua participacdo € voluntaria, podendo recusar-se a participar, ou
mesmo desistir a qualguer momento sem que isto acarrete qualquer 6nus ou
prejuizo pessoal. Informamos ainda que as informacdes serdo utilizadas somente
para os fins desta pesquisa e serdo tratadas com o mais absoluto sigilo e
confidencialidade, de modo a preservar a sua identidade. Os beneficios esperados
sao informacgéo para a continuacdo de um estudo do frozen yogurt funcional sendo
realizada por um grupo de pesquisa da UTFPR. Informamos que vocé néo pagara
nem sera remunerado por sua participacdo. Garantimos, no entanto, que todas as
despesas decorrentes da pesquisa seréo ressarcidas, quando devidas e decorrentes
especificamente de sua participacdo na pesquisa. Caso duvidas ou necessite de

esclarecimentos pode nos contatar (Prof2. Dr2 Regiane da Silva Gonzalez,
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COLIQ/UTFPR, regiane@utfpr.edu.br, (44) 9841527; Profd. Dr2 Maria Josiane
Sereia, COEAL/UTFPR, josiane@utfpr.edu.br, (44) 3518-1400), ou procurar 0
Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do Centro Integrado de
Ensino Superior da Faculdade Integrado de Campo Mourédo - CIES, ou no telefone
(44)3518-2500. Este termo deveréa ser preenchido em duas vias de igual teor, sendo

uma delas, devidamente preenchida e assinada entregue a vocé.

Campo Mouréo, de de 2015.

Pesquisador Responsavel: Mateus Gonzales Domiciano
RG: 40.745.981-9

(nome por extenso do

sujeito de pesquisa), tendo sido devidamente esclarecido sobre os procedimentos

da pesquisa, concordo em participar voluntariamente da pesquisa descrita acima.

Assinatura (ou impressao dactiloscopica):

Data:

ANEXO B: Ficha de avaliacé@o para Teste Duo-Trio da analise sensorial.

Amostra: Frozen Yogurt Julgador:
Data: /|

Vocé esta recebendo uma amostra padrdao (P) e duas amostras codificadas. Uma

das amostras codificadas € igual ao padréo, faca um circulo nesta amostra.

Comentarios:
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ANEXO C: Numero minimo de respostas corretas para estabelecer diferenca

significativa entre as amostras, em varios niveis de significancia.

Ne total de MNiveis de probabilidade (o)
julzamentos 5% 404 3% 2% 1% 0,5% 0,1%

8 7 7 8 8 8 8 -
9 8 8 8 8 9 9 -
10 9 9 9 9 10 10 10
11 9 9 10 10 10 11 11
12 10 10 10 10 11 11 12
13 10 11 11 11 12 12 13
14 11 11 11 12 12 13 13
15 12 12 12 12 13 13 14
16 12 12 13 15 14 14 15
17 13 13 13 14 14 15 16
18 13 14 14 14 15 15 16
19 14 14 15 135 15 16 17
20 15 15 15 16 16 17 18
21 15 15 16 16 17 17 18
22 16 16 16 17 17 18 19
23 16 17 17 17 18 19 20
24 17 17 18 18 19 19 20
25 18 18 18 19 19 20 21
26 18 18 19 19 20 20 22
27 19 19 19 20 2 21 22
28 19 20 2 2 21 22 23
29 20 2 21 21 22 22 2

30 20 21 21 22 22 23 2

31 21 21 22 22 23 24 25
32 22 22 22 23 24 24 26
33 22 23 23 23 24 25 26
34 23 23 23 24 25 25 27
35 23 24 24 25 25 26 27
36 24 24 25 25 26 27 28
37 2 25 25 26 26 27 29
38 25 25 26 26 27 28 28
39 26 26 26 27 28 28 30
40 26 27 27 27 28 29 30
41 27 27 27 28 29 30 31
42 27 28 28 29 29 30 32
43 28 28 29 29 30 31 32
44 28 29 29 30 31 31 33
45 29 29 30 30 31 32 34
46 30 30 50 31 32 a3 34
47 30 30 31 31 32 33 35
48 31 31 31 32 33 34 36
50 32 32 33 34 34 35 a7
60 37 38 38 39 40 41 43
70 43 43 44 45 46 47 49
80 48 49 49 50 al 52 35
90 54 54 55 56 a7 58 61
100 59 60 60 61 63 G4 GG

Fonte: ABNT, NBR 13169, 1994,
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