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RESUMO

O licopeno ¢ uma das importantes substancias naturais de coloracao industrial de alimentos. Além disso, este carotendide tem impor-
tancia em satde humana pela sua atuacao na reducao de riscos de doengas cronicas como cancer, em especial de prostata, e doencas
cardiovasculares. No entanto, pelo alto grau de insaturacao, o licopeno é propenso a isomerizacao e oxidacao. Neste trabalho a microen-
capsulacao do licopeno foi estudada, utilizando as ciclodextrinas (CDs) como substancias encapsulantes. Extraido da goiaba e isolado
em coluna aberta, o licopeno dissolvido em acetona foi adicionado a o-, B- e y-CD dissolvidas em agua, a acetona sendo posteriormente
eliminada com auxilio de nitrogénio. Inicialmente, foi investigada a complexacao com as trés CDs em razao molar licopeno:CD de 1:50.
O licopeno formou complexo com a B- e a y-CD, mas nao com a o-CD. Apos 180 dias de estocagem a temperatura de refrigeracao (15°C),
o licopeno se manteve constante no complexo licopeno-y-CD e reduziu cerca de 80% no complexo licopeno--CD. Avaliando a melhor
razao molar licopeno-CD, a inclusao foi maxima com o emprego da y-CD e quando a razao molar foi de 1:200. O complexo mostrou-se
dispersivel em agua, mantendo a cor vermelha do licopeno. A estabilidade a luz, mostrou-se excelente, tendo 100% de retencao em
40 dias de monitoramento a temperatura ambiente.
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SUMMARY

MICROENCAPSULATION OF LYCOPENE WITH CYCLODEXTRINS. Lycopene is one of the important natural substances for industrial
coloring of foods. In addition, this carotenoid has importance in human health because of its role in reducing the risk of chronic diseases
such as cancer, especially prostate cancer, and cardiovascular diseases. However, because of its high degree of insaturation, it is prone
to isomerization and oxidation. In this work, microencapsulation of lycopene was studied, utilizing cyclodextrins (CDs) as encapsulating
substances. Extracted from guava and isolated in open column, lycopene in acetone was added to the a-, B-, and y-CD dissolved in
water, acetone being subsequently eliminated with nitrogen. Initially, complexation was investigated with the three CDs at a molar
ratio of 1:50. Lycopene formed complexes with - and y-CD, but not with a-CD. After 180 days of storage at refrigeration temperature,
lycopene levels remained constant in the lycopene-y-CD complex, but were reduced by 80% in the lycopene-f-CD complex. During
evaluation of the best molar ratio of lycopene-CD, inclusion was maximum with y-CD at a molar ratio of 1:200. The complex was
dispersible in water, maintaining the red color of lycopene. Stability under light exposure was excellent, retention being 100% during

40 days of monitoring at ambient temperature.
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1 - INTRODUCAO

Os carotendides compdoem um grupo de compostos
responsaveis pelas cores amarela, laranja e vermelha de
muitos alimentos de origem vegetal e alguns de origem
animal. Sao também citados como responsaveis pela di-
minuicao do risco de doencas como cancer e doencas
cardiovasculares [16].

Um sistema de duplas ligacoes conjugadas constitui
o cromoforo responsavel pelo poder corante dos carote-
noéides e, também pela sua atuagao contra doengas de-
generativas. No entanto, este mesmo sistema € causa
da sua instabilidade, e a preservacao de carotenodides
durante processamento e estocagem é um desafio e
uma grande preocupagao na area [10].

Entre os carotendides, o licopeno vem sendo o des-
taque pela sua possivel acdo contra o cancer, especial-
mente de prostata, e doencas cardiovasculares [1, 6]. E
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responsavel pela cor vermelha do tomate, melancia, goi-
aba vermelha, mamao vermelho e pitanga [16]. Embora
nao tenha atividade proé-vitaminica A, este carotenoide é
capaz de funcionar como um antioxidante, com capaci-
dade de seqliestrar oxigénio singleto, duas vezes melhor
que o B-caroteno e dez vezes melhor que o o-tocoferol [3].

E desejavel para muitas das aplicagbes que os caro-
tenodides estivessem presentes na forma dispersivel em
agua. Isto € particularmente importante para utilizar seu
poder de coloracao em diversos géneros alimenticios [8].

Hoje, estudos estao sendo feitos para proteger os
pigmentos instaveis por encapsulacdo, suspensao ou
pelo uso de outros antioxidantes naturais [8]. Ao mes-
mo tempo a encapsulacao é desejavel para tornar caro-
tenoides dispersiveis em agua.

A microencapsulagcao € um processo fisico no qual
um filme fino ou camada polimérica é aplicada para en-
volver solidos, liquidos ou gases, isolando-os e prote-
gendo-os das condigdes ambientais como luz, ar e umi-
dade. Varias técnicas e agentes encapsulantes vém sen-
do sugeridos [9, 12]. Houve na ultima década um grande
progresso no desenvolvimento de ingredientes microen-
capsulados [5, 7]. Os estudos encontram-se avancados
em relacdo ao aroma, mas ainda limitados em termos
de corantes.
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WAGNER & WARTHESEN [15] constataram que os
carotenodides de cenoura desidratada por atomizacao
(“spray-drying”) sao estabilizados quando encapsulados
com amido hidrolisado de diferentes equivalentes de
dextrose (ED). O aumento na proporcao do agente en-
capsulante, bem como de sua ED, reduziram a degrada-
¢ao do carotenoide.

DESOBRY, NETO e LABUZA [2] compararam o efei-
to de trés processos de secagem na encapsulacao do -
caroteno sintético com maltodextrina ED 25. O carote-
noide encapsulado apresentou-se mais estavel quan-
do a secagem em tambor rotativo foi realizada, compa-
rada com secagem por liofilizacao e atomizacao.

As ciclodextrinas (CDs) sao substancias obtidas a
partir do amido, e sao muito adequadas para microen-
capsulacao por inclusdo molecular. Sao formadas por
um numero variavel de unidades de glucose unidas
entre si por ligagdes o-1,4. As mais comuns sao o-CD,
B-CD e y-CD, com 6, 7 e 8 unidades de glucose, respec-
tivamente [4]. Tém a forma de um cone truncado com
uma cavidade hidrofébica no centro. Externamente as
CDs sao hidrofilicas, sendo, portanto, soliveis em agua.
Devido a hidrofobicidade da cavidade interna das CDs,
moléculas hidrofobicas podem penetrar e se ligar no
seu interior, desde que as dimensoes das moléculas
sejam compativeis com o tamanho da cavidade [13].

UKAI et al. [14] estudaram a solubilizacao em
agua e a estabilizacao do licopeno de tomate complexado
com y-CD. A estabilizacdao deste complexo foi avaliada
empregando-se acido ascorbico ou gliten, e monitorada
por um periodo de 4 dias. Foi obtida, em relacao ao
controle, uma estabilizacao de 5% e 40% quando do
emprego de acido ascorbico e gliiten, respectivamente.
Com relacao a inclusao, esta foi maxima com a razao
molar licopeno:y-CD de 1:200.

Neste trabalho, com o objetivo de estabilizar o lico-
peno, ao mesmo tempo torna-lo dispersivel em agua, foi
realizada a sua microencapsulacao, utilizando os trés
tipos de CDs como agentes encapsulantes.

Também foi feita uma avaliagcdo da melhor razao
molar do complexo de incluséo licopeno-CD e a sua es-
tabilidade a luz.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Obtencao do licopeno

O licopeno utilizado neste trabalho foi obtido da
goiaba vermelha in natura da variedade Paluma e Ogawa
fornecidas pela empresa Goiabras (Associacao Brasilei-
ra dos Produtores de Goiabas) localizada no Estado de
Sao de Paulo. Optou-se por este fruto tropical rico em
carotendides, em especial o licopeno, pois o Brasil € um
dos maiores produtores.

A goiaba (cerca de 1kg) foi inicialmente triturada em
liquidificador até se obter uma massa homogénea. Fo-
ram adicionadas celite e acetona gelada até consisténcia
pastosa da massa, e o material novamente triturado.
Utilizando funil de vidro sinterizado e succao, foi realiza-

da a filtracao. O material retido no filtro foi lavado mais
vezes com acetona para retirar todo carotenoide (geral-
mente trés vezes € suficiente). Os carotenodides foram
entao transferidos para éter de petroleo em funil de se-
paracdo. Agua destilada foi lentamente adicionada a pa-
rede do funil e duas fases foram formadas. A fase inferior
presente no funil, correspondente a agua e acetona, foi
descartada, sendo a fase superior, contendo os carote-
noéides e éter de petroleo, novamente submetida a lava-
gem com agua destilada. Este processo foi repetido seis
a oito vezes, até total eliminacdo da acetona [10].

O licopeno foi extraido dos demais carotendides e
purificado através de cromatografia em coluna aberta
de MgO:hiflosupercel (1:2), segundo metodologia de
RODRIGUEZ-AMAYA [10]. Primeiramente foi utilizado
evaporador rotativo para eliminar parte do éter de petro-
leo e concentrar os carotenoides. Este contetdo concen-
trado foi adicionado no topo da coluna e a fase moével
(acetona:éter de petroleo na proporcao de 10:90) foi adi-
cionada. Conforme a necessidade, a quantidade de ace-
tona da fase movel foi sendo aumentada até total sepa-
racao do licopeno e sua recuperacao em funil de vidro
sinterizado. Para melhor purificacao do carotenodide, o
volume inicial coletado da coluna foi descartado. O lico-
peno presente na solucao de éter de petroleo e acetona
foi entao transferido para funil de separagao e lavagens
com agua destilada foram realizadas até total elimina-
cao da acetona. Esta solugao foi transferida para balao
volumeétrico e a quantificacao do licopeno presente em
éter de petroleo foi realizada espectrofotometricamente
em um espectrofotometro Beckman, modelo DU 640,
através da absor¢ao no comprimento de onda de absor-
cao maxima (469nm).

A pureza da solucao de éter de petroleo contendo
o licopeno foi verificada por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE). Uma aliquota 3,0mL da solu-
cao de éter de petroleo contendo o licopeno foi evapo-
rada com nitrogénio e o residuo dissolvido em 1,0mL
de acetona. O volume de 10uL foi injetado no croma-
tografo liquido da marca Varian, modelo 9010, muni-
do de coluna Vydac C,, acoplado a um detector de
arranjo de fotodiodos Waters 994 e integrador mode-
lo 5200. A faixa de comprimento de onda utilizada foi
de 300 a 550nm. Como fase movel, foi empregado um
sistema isocratico de tetrahidrofurano:H,0:MeOH
(15:4:81, v/v), com fluxo de 0,5mL/min [10].

Na fracao de 10uL injetada ocorreu a separagao dos
carotenodides e obtida a somatoéria total das areas, o
que permitiu calcular a porcentagem de licopeno pre-
sente na solucao.

A identificacao do licopeno foi feita combinando-se
tempo de retencao, o espectro de absorcao na regiao do
visivel e o comportamento cromatografico por CLAE com
detector de arranjo de fotodiodos. Esta identificacao foi
discutida em outros trabalhos [10, 11].

2.2 - Microencapsulacao

A microencapsulacao foi realizada com os trés tipos
de CDs: a-, B- e y-CD (Sigma Chemical Company, EUA).
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A razao molar licopeno:CD utilizada inicialmente foi
1:50. Em um tubo de ensaio com rosca foi colocado 2,5mL
de licopeno (1mg) em éter de petrdleo. O éter foi poste-
riormente eliminado com nitrogénio gasoso. O licopeno
foi dissolvido em 2,5mL de acetona, utilizando ultrasom
para total solubilizagdo. Pesou-se as CDs (90,7mg de
o-CD, 105,7mg de B-CD e 120,8mg de y-CD) que poste-
riormente foram dissolvidas em 2,5mL de agua e, a se-
guir foram adicionadas a cada tubo contendo o licopeno
dissolvido em acetona. A acetona foi posteriormente
eliminada com nitrogénio. Os tubos mantidos sob re-
frigeracao (15°C) por seis meses foram periodicamente
(a cada més) avaliados espectrofotometricamente quan-
to a mudancga de cor. Com a finalidade de se verificar a
melhor razao molar licopeno:CD, as seguintes propor-
¢oes foram avaliadas espectrofotometricamente: 1:50,
1:100, 1:150, 1:200, 1:250.

2.3 - Estabilidade a luz

Apbs a microencapsulagao, 3mL do complexo de in-
clusao licopeno-y-CD, razao molar 1:200, foram acondici-
onados em frascos de vidro transparentes em atmosfera
de nitrogénio. Os frascos foram fechados com tampas de
borracha e teflon em anilhas de aluminio. Estes foram
expostos a luz fluorescente de 318 lux de luminosidade
e temperatura ambiente (25-35°C) durante 60 dias. O
mesmo procedimento foi realizado para frascos de vidro
ambar envoltos em papel aluminio e também em atmos-
fera de nitrogénio, sendo estes mantidos no escuro e
temperatura ambiente. A cada S dias o conteido de um
frasco mantido na luz e um mantido no escuro foram
analisados espectrofotometricamente quanto a quanti-
dade de licopeno remanescente, através da absorcao no
comprimento de onda de absorcao maxima. Previamente
a quantificacao do licopeno, o complexo licopeno-y-CD
foi desfeito com o uso de hexano, ou seja, 2,5mL do com-
plexo de inclusao presente nos frascos foram transferi-
dos para tubo de ensaio e acrescidos de 25mL de hexano.
O tubo foi selado e submetido a agitacdo em agitador
mecanico por 30 minutos a S00rpm, conforme metodolo-
gia de DESOBRY, NETO & LABUZA [2].

As analises das amostras foram realizadas em tri-
plicata. O delineamento experimental utilizado foi do
tipo inteiramente casualizado, onde a distribuicao das
amostras expostas a luz e no escuro obedeceu a um
sorteio aleatorio.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

O licopeno utilizado para microencapsulacao teve
uma pureza de 96,8%, como apresentado no cromato-
grama obtido por CLAE (Figura 1), com base na separa-
¢ao dos carotendides e somatoria total das areas.

A microencapsulacao do licopeno foi possivel com o
uso da B- ou y-CD. Com o uso da a-CD a microencap-
sulacao nao aconteceu, o licopeno ficando na superfi-
cie da solucao. Com B-CD a microencapsulacao resul-
tou numa solucao laranja clara com um precipitado no
fundo do tubo. Com y-CD, a solucao se apresentou la-

ranja forte sem precipitado no tubo. Ambos complexos
mantiveram-se dispersiveis em agua.
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FIGURA 1: Cromatograma obtido por CLAE do licopeno ex-
traido de goiaba. [Pico 4 - licopeno].

O licopeno microencapsulado com y-CD nao sofreu
alteracoes (cor, por exemplo), e, apos seis meses de reali-
zagao dos testes manteve a cor original, acompanhada
espectrofotometricamente. Contudo, verificou-se que o
licopeno complexado com B-CD foi reduzido em torno
de 80%, no mesmo periodo .

As B- e y-CDs sao substancias passiveis de serem
utilizadas como microencapsulantes do licopeno, pois,
em solucao aquosa as moléculas de agua no interior do
anel da CD sao facilmente substituidas por moléculas
apolares (licopeno), formando estruturas que sdo ener-
geticamente mais estaveis. Contudo, a melhor CD para
realizar esta microencapsulagao € a y-CD. Isto se deve
ao diametro interno da cavidade da molécula (75-83 nm)
maior que as demais CDs por apresentar 8 unidades
de glucose, em detrimento a B-CD com 7 (60-65 nm) e
0o-CD com 6 (47-53 nm) unidades [13].

Ao se avaliar a melhor razao molar licopeno-3-CD,
através do aumento na proporcao de CD (1:50, 1:100,
1:150, 1:200, 1:250), verificou-se, visualmente e es-
pectrofotometricamente, que quanto maior a quanti-
dade de CD, melhor a microencapsulacao, embora com
posterior formacao de precipitado no fundo do tubo
para todas as razodes testadas. Quando do emprego de
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v-CD, verificou-se que a medida que se aumentava a
quantidade de y-CD, também se aumentava a intensi-
dade da cor laranja, chegando ao vermelho, sendo que
a melhor razao molar licopeno-y-CD foi 1:200 ou aci-
ma, sem formacao de precipitados. Este resultado esta
de acordo com o estudo de UKAI et al. [14] com licopeno
de tomate, que também mostraram a razao molar de
1:200 com a y-CD melhor para complexacgao e disper-
sao em agua.

Apos 40 dias na presenca e auséncia de luz, o lico-
peno complexado com y-CD (razdo molar 1:200) mante-
ve-se estavel a luz, sem apresentar degradacao, confir-
mando a capacidade da y-CD em encapsular o licopeno
e manteé-lo retido no interior de sua cavidade. Esta re-
presenta uma estabilidade excelente, considerando que
a luz é um dos fatores mais influentes na degradacgao
dos carotenoides.

WAGNER e WARTHESEN [15] também observaram
que a presenca de luz nao acelerou a degradagao de ca-
rotenoides de cenoura encapsulados com amido solavel,
contudo a exposicao ao oxigénio foi critica na estabilida-
de destes carotenoides.

4 - CONCLUSOES

Este trabalho mostrou o grande desempenho da y-CD
na estabilizacao do licopeno, uma vez que este carote-
noide ao ser extraido da fruta apresenta-se extrema-
mente instavel e sujeito a degradagdes, devido ao seu
alto grau de insaturacao, que o torna susceptivel a iso-
merizacao e degradacao oxidativa. Uma vantagem adi-
cional € a microencapsulacao por inclusao molecular,
que pode ser realizada a temperatura ambiente, sem a
necessidade do emprego de equipamentos especificos e
de alto custo, evitando isomerizacao da molécula de li-
copeno e perdas durante o processo. O problema € a
quantidade requerida e o preco da y-CD, que atualmen-
te apresenta-se bem mais elevado em relagdo a a-CD,
e ainda maior em relacao a B-CD. Por isso que, como
continuacao deste estudo, esta sendo desenvolvida tec-
nologia propria para a producao das CDs.
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