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RESUMO

Nos ultimos anos, tem-se observado a insercdo de tecnologias das areas de
mecanica e de manufatura no ramo alimenticio, como é o caso da impressao 3D. A
chegada dessa tecnologia pode ser entendida como uma oportunidade de ampliagao
da producdo de alimentos funcionais que tém apresentado bastante procura por
parte dos consumidores. A impresséo 3D ainda apresenta alguns desafios, ja que as
chamadas ‘tintas’ alimenticias devem apresentar propriedades reoldgicas e textura
bem determinadas, entretanto pode representar uma solucdo para fortificacdo de
matrizes alimenticias com compostos bioativos, como é o caso dos compostos
fendlicos do Vitex agnus-castus. O vitex apresenta propriedades fitoterapicas sendo
indicado para atenuagao dos sintomas da tensdo pré-menstrual. Neste contexto, o
objetivo deste projeto foi desenvolver e produzir balas mastigaveis fabricadas por
impressao 3D e fortificadas com compostos bioativos do Vitex agnus-castus. Duas
tintas alimenticias, sendo uma com gelatina e outra sem, foram produzidas e
caracterizadas quanto ao comportamento reoldgico e a liberagdo de agua. O extrato
do vitex foi obtido do fruto seco e encapsulado pela técnica de spray-drying. Os
resultados mostraram que a formulagdo com gelatina apresentou melhor
comportamento tixotropico e melhor performance na impressdo 3D por extrusdo.
Ademais, o extrato encapsulado do vitex apresentou 44,7 mg EAG/g de fruto seco e
a encapsulagao permitiu que cerca de 50% dos compostos fendlicos do vitex fossem
preservados no po por, pelo menos, 28 dias. Ademais, fortificou-se a tinta alimenticia
contendo gelatina em sua composicdo e produziu-se balas mastigaveis por
impressao 3D a 37 °C com preenchimento de 80% e velocidade de impressao de
6mm/s. As balas mastigaveis foram analisadas fisica e visualmente e apresentaram
umidade de 81,3%, atividade de agua de 0,995 e concentracdo de compostos
fendlicos de 2,9 mg EAG/g bala mastigavel com tempo de meia-vida de 86,6 dias.
Elas mantiveram alto teor de compostos fendlicos durante a armazenagem de 28
dias (perda de apenas 20%), além de aparéncia atrativa e textura macia, elastica e
nao pegajosa caracteristicas do produto. Assim, o projeto apresentou avangos
cientificos na utilizagcdo de novas tecnologias na area de alimentos funcionais com

intuito de ajudar mulheres com tens&o pré menstrual.

Palavras-chave: Reologia, textura, compostos fendlicos, alimento funcional.



ABSTRACT

In recent years, technologies from mechanical and manufacturing areas have been
introduced into the food sector, such as 3D printing. The arrival of this technology can
be understood as an opportunity to expand the production of functional foods, which
are highly sought after by consumers, in order to acquire more natural products with
benefits for the human health. The 3D printing still presents some challenges, as the
printable inks must have rheological and well determined texture, however it can
represent a solution for fortifying food matrices with bioactive compounds that are
unstable under industrial processing conditions, such as the phenolic compounds
from Vitex agnus-castus. The vitex presents phytotherapeutic properties and it's
indicated for alleviating the symptoms of premenstrual syndrome. In this context, the
objective of this project was to develop and produce chewable candies manufactured
by 3D printing and fortified with bioactive compounds from Vitex agnus-castus. Two
inks, one with gelatin and other without it, were produced and defined in terms of
rheological behavior and water release. The vitex extract was obtained from the dried
fruit and it was encapsulated using the spray-drying technique. The results showed
that the gelatin formulation presented better thixotropic behavior and better 3D
printing performance. Furthermore, the encapsulated vitex extract showed 44.7 mg
EAG/g of dried fruit and the encapsulation allowed the preservation of around 50% of
the phenolic compounds in the vitex powder for at least 28 days. Moreover, the
gelatin’s ink was fortified and gummies were produced by 3D printing at 37 °C with
80% filling and printing speed of 6mm/s. The chewable candies were analyzed
physical and visually and they presented 81.3% of moisture, 0,995 of water activity
and a concentration of phenolic compounds of 2.9 mgEAG/g gummy with half-life
time of 86.6 days. They preserved a high content of phenolic compounds during a
storage period of 28 days (loss of only 20%), they also showed an attractive
appearance and a soft, springy and non-sticky texture during this period. Thus, the
project presented scientific advances in the use of new technologies in the functional

foods area with the aim of helping women with premenstrual syndrome.

Key-words: Rheology, texture, phenolic compounds, functional foods.
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1. INTRODUGAO

Na ultima década, a tecnologia de impressao 3D, também conhecida como
prototipagem rapida, tem crescido rapidamente e conquistado areas para além da
mecanica, sendo considerada uma das tendéncias inovadoras da tecnologia de
fabricagao digital da revolugéo industrial 4.0 (FERNANDES et al., 2023). Na area
alimenticia, a prototipagem rapida permite a incorporacédo de uma grande gama de
ingredientes, a personalizagdo de produtos conforme a necessidade do consumidor
e a possibilidade de fabricar produtos com multiplas texturas, cores e sabores
gerando aparéncia atrativa (VIEIRA et al., 2020).

Entretanto, entre os maiores desafios da impressdo 3D de alimentos esta a
formulacéo, ja que as chamadas “tintas” alimenticias devem apresentar propriedades
reologicas e textura bem determinadas. Nesse sentido, é desejavel que o material
possa ser facilmente extrudado pelo estreito bico da impressora e entdo recupere
rapidamente a viscosidade e a resisténcia mecanica necessarios para suportar a
préxima camada a ser extrudada (HERRADA-MANCHON et al., 2020).

Nesse contexto, as balas mastigaveis podem representar um modelo
alimenticio propicio para estudar as propriedades reolégicas e de textura na
impressao 3D, pois refletem facilmente os atributos de textura como mastigabilidade
e elasticidade (MALAGHINI et al., 2022).

Além disso, esse meio de fabricacdo esta intrinsecamente relacionado a
producdo de alimentos funcionais, ja que possibilita a inser¢cdo de ingredientes
instaveis em condicdes industriais de processamento, como os compostos bioativos.
Dessa forma, a impressdo 3D surge como um meio para inser¢gdo dos compostos
bioativos do Vitex agnus-castus em alimentos. Esse fruto de origem mediterranea
apresenta compostos fendlicos que reduzem os sintomas da tensao pré-menstrual
(PMS- Premenstrual Syndrome) e regulam o ciclo menstrual com eficacia
cientificamente comprovada (BARRIENTOS et al., 2021; VAN DIE et al., 2013).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 BALAS MASTIGAVEIS

Nos Uultimos anos, observa-se uma maior busca por alimentos mais
saudaveis, naturais e com beneficios para a saude humana, ja que os consumidores
estdo cada vez mais conscientes da influéncia da alimentagcao no desenvolvimento
de doencas crbnicas nao transmissiveis e da importdncia de uma alimentacao
nutritiva para a saude (RIVERO et al., 2020).

Nesse sentido, as balas mastigaveis apresentam uma oportunidade para a
incorporagao de componentes funcionais e com redugao de agucar dado que atraem
a atencao de consumidores de todas as faixas etarias devido a particular textura e a
diversidade de cores e sabores, sendo um dos produtos que mais cresce na
industria de confeitaria (CONSTANTINO, GARCIA-ROJAS, 2023).

A formulagao das balas mastigaveis comumente apresenta como ingredientes
principais um agente gelificante (gelatina, pectina e amido), agucares e agua, além
de poder conter acidos, aromas, corantes e outros ingredientes para completar sua
composigao (GUNES et al., 2022; TIREKI, SUMNU, SAHIN, 2021; CIZAUSKAITE et
al., 2019).

Os agentes gelificantes sao responsaveis por garantir a textura caracteristica
das balas mastigaveis. A gelatina é bastante utilizada para garantir a formagao de
um gel elastico (responsavel pela mastigabilidade) (GUNES et al., 2022). Ja o amido
garante a base para o gel, entretanto precisa ser utilizado juntamente com outros
agentes gelificantes ja que ndo garante um sistema estavel apds a gelificagao, ou
seja apresenta retrogradacao da estrutura do gel (TIREKI, SUMNU, SAHIN, 2021).
Ja a pectina apresenta uma alternativa a gelatina na formulagdo de produtos
veganos. Ademais, estudos indicam que o uso da pectina realga o sabor e o dulgor
do gel, porém torna a estrutura mais quebradi¢ca (RENALDI et al., 2022).

A maioria das balas mastigaveis apresenta alto teor de acgucares, como
sacarose e xarope de glicose, a fim de garantir a dogura, além de estabilizar a rede
de gelatina em agua, levando a uma maior rigidez do gel (GE et al., 2021).
Entretanto, segundo Palachum et al. (2023), o alto teor de agucar das balas de goma
tradicionais pode ser alterado por meio da utilizacdo de adocantes naturais
alternativos. Outrossim, Ly et al. (2008) determinaram que o xilitol e o manitol podem
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ser utilizados como alternativas ao agucar na formulagdo de balas mastigaveis e

ainda previnem a formagao de caries dentarias.

2.2 ENCAPSULAGAO DOS BIOATIVOS DO Vitex agnus-castus

A planta Vitex agnus-castus € um arbusto da familia Verbenaceae que cresce
em leitos de riachos e nas margens dos rios principalmente na Europa Mediterranea
e na Asia Central (MURRAY, 2020). Essa planta, também conhecida como “Arvore
da Castidade” e “Pimenta de Monge” apresenta flores de cor lilas e frutos pequenos
de cor marrom a preto, conforme ilustrado na Figura 1 (PERINI; ISAIA, 2007). Estes
apresentam sabor picante e amargo e aroma semelhante a pimenta do reino, devido
a altas concentragbes de compostos fendlicos (ECHALAR-BARRIENTOS, 2017).

Fonte: Murray, 2020.

Entre os compostos fendlicos presentes nos frutos do vitex, estdo os iridoides,
flavondides e cetosterdides, que garantem propriedades fitoterapicas ao fruto
(ZAHID et al., 2016). Ja na época da Grécia Antiga, o fruto maduro do vitex era
utilizado no tratamento de problemas menstruais, dor, inchacgo, inflamacao, dores de
cabega, reumatismo e disfungédo sexual (LATOUI et al., 2012). Nas ultimas décadas,
estudos clinicos confirmaram a eficacia dos extratos de vitex no tratamento da

tensdo pré-menstrual (PMS- Premenstrual Syndrome), de forma que, em 1998, a
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Comissdao E alem& (conselho consultivo cientifico do Instituto Federal de
Medicamentos e Dispositivos Médicos) aprovou seu uso em irregularidades no ciclo
menstrual, perturbag¢des pré-menstruais e mastodinia (PERINI; ISAIA, 2007).

A PMS geralmente afeta as mulheres de 10 a 14 dias antes da menstruagéo
até poucos dias apos o inicio da menstruacdo e é caracterizada pela ocorréncia
ciclica de sintomas fisicos (como dores de cabega e abdominais, tontura, edema e
mastalgia), comportamentais e psicolégicos (como ansiedade, sentimento de
depressao, agitacdo e agressividade) (VERKAIK et al., 2017). No estudo realizado
por Petta et al. (2010), ao entrevistar 1053 brasileiras entre 18 e 40 anos cerca de
60% das entrevistadas afirmaram, no momento da entrevista, ter PMS.

Por isso, alguns estudos foram realizados com objetivo de analisar a eficacia
do Vitex agnus-castus na diminuigdo dos sintomas da PMS. No ensaio clinico de
Schellenberg (2001), 170 mulheres com PMS (porém com ciclo regular de 28 dias)
foram divididas em dois grupos, um com tratamento com 20 mg de extrato de vitex
por dia e outro com placebo, e foram avaliadas durante trés ciclos menstruais. Ao
final do estudo observou-se uma melhora dos sintomas em 50% das mulheres
tratadas com o extrato e de 24% das mulheres que usaram placebo. Ja o estudo de
Prilepskaya et al. (2006) foi realizado com 109 mulheres sendo administrados 4 mg
de extrato de vitex (na forma BNO 1095) uma vez ao dia. Ao final dos trés ciclos
menstruais de estudo, verificou-se uma resposta positiva para tratamento em 67,8%
das participantes. Assim, o extrato de vitex se mostrou bastante efetivo no
tratamento de PMS de moderada a severa, indicando o fitoterapico como medicina
herbacea segura sendo recomendado pela Comisséo E alema nas dosagens diarias
de 30-40mg na forma de fruto seco (PERINI; ISAIA, 2007) (ZAHID et al., 2016).

Apesar dos beneficios conferidos pelo consumo do extrato do vitex, 0 mesmo
apresenta gosto amargo (SOUTO et al., 2020), o que pode dificultar o seu consumo
ou mesmo a sua aplicacao. Para contornar este problema a encapsulagao do extrato
representa uma opcao viavel.

A técnica de microencapsulagao permite que particulas solidas ou gotas de
liquidos sejam revestidas por filme protetor de forma a reduzir a volatilidade e a
reatividade dos compostos fendlicos bioativos, mantendo-os preservados mesmo
apos a extragdo dos mesmos, além de atenuar gostos fortes como amargor e
picancia (ECHALAR-BARRIENTOS, 2017). Existem varios métodos para realizar a



microencapsulagao, mas em geral todos eles envolvem a dispersdo do agente a ser
encapsulado em uma solugdo polimérica, depositando a solugdo sobre um
carreador, e a solidificacdo da mistura para formacdo das microparticulas
(BRASILEIRO, 2011). Barrientos et al. (2020) produziram microparticulas de Vitex
agnus-castus utilizando o método de spray drying. Para isso, os compostos bioativos
foram extraidos do fruto utilizando etanol 60%m/m a 60°C por 12h e o extrato
concentrado foi misturado com a goma arabica (carreador). A solugédo foi entédo
atomizada utilizando o equipamento de atomizacdo. O processo alcangou
rendimento de 68% e retencdo de 80% dos compostos fendlicos, além da perda de

apenas 10% dos compostos fendlicos em 60 dias de analise.

2.3 IMPRESSAO 3D DE ALIMENTOS

A impressao 3D de alimentos geralmente envolve as etapas de criagédo do
modelo computacional 3D do alimento (CAD), preparagédo das ‘tintas’ alimenticias
com propriedades necessarias para a impressao, carregamento do material em
cartuchos ou seringas a serem inseridos na impressora, execugao da impressao e,
caso necessario, pos-processamento do alimento para melhorar textura ou sabor
(WASSEM; TAHIRA; MAJEED, 2023).

Essa técnica ja foi estudada para producdo de diversos alimentos como
biscoitos (VIEIRA et al., 2020), snacks (JO et al., 2021), barras proteicas (ZHU et al.,
2021), balas duras (KIM et al., 2021), bifes a base de proteina de soja texturizada
(CHEN; ZHANG; BHANDARI, 2021) e snacks ricos em proteina (ZHU et al., 2022),
além de gummies formuladas com medicamentos voltados para condicdes
especificas de saide (HERRADA-MANCHON et al., 2020).

Herrada-Manchén et al. (2020) desenvolveram formulagbes de ‘tintas’
alimenticias para impressdao 3D de balas mastigaveis com a incorporagédo do
medicamento ranitidina, utilizado no tratamento de Uulcera péptica e refluxo
gastroesofagico em criangas. Os pesquisadores utilizaram formulagcbes com
gelatina, gomas xantana e carragena, e variaram a presenga de amido de milho ou
nao, além disso compararam a insergdo do medicamento ou n&o, além de variar o
preenchimento em 65 e 80% das figuras. Assim, observaram que a inser¢cao do

medicamento ndo afetou o comportamento reoldgico das ‘tintas’ e a adicado de amido



de milho garantiu melhor sustentacao e resisténcia mecéanica da ‘tinta’. Por fim, com

ambas as formulagdes e preenchimentos foram obtidos resultados satisfatérios.

3. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo desenvolver e produzir balas
mastigaveis fabricadas por impressao 3D e fortificadas com compostos bioativos do
Vitex agnus-castus, voltadas para mulheres que apresentam sintomas da tensao
pré-menstrual. Para se atingir o objetivo, o trabalho teve como etapas: desenvolver
uma formulagdo de bala mastigavel que seja adequada para impressao 3D usando
amido de milho, pectina e gelatina em sua base; realizar o estudo reoldgico das
formulagbes para determinar as condicbes de impressdo 3D; fazer a
microencapsulagdo dos bioativos do vitex por meio da técnica de spray-drying;
verificar a estabilidade do extrato do vitex encapsulado por um periodo de 28 dias;
fazer a impressdo 3D das formulagbes-base de balas mastigaveis e das balas
mastigaveis com bioativos do vitex; realizar o estudo das caracteristicas das balas
mastigaveis fortificadas e de sua estabilidade pelo periodo de 28 dias.

Assim, o trabalho busca contribuir para o desenvolvimento tecnoldgico, para a
pesquisa e a inovagao estando estritamente ligado ao nono objetivo sustentavel
(indicador 9.5) da Agenda 2030 da ONU.

4. MATERIAL E METODOS
4.1 Material

O amido de milho utilizado na producéo das tintas alimenticias foi doado pela
empresa Cargill (AMILOGILL 2100, Campinas, Brasil) e a pectina, pela empresa CP
Kelco (GENU LM-102 AS, Limeira, Brasil), enquanto a gelatina foi cedida da
empresa MasterSense (RousselotSimogel 250 H 8, fabricado pela Rousselot). O
aroma e o corante naturais utilizados sdo da marca BrauFlavors (Sdo Paulo, Brasil),
o adogante liquido foi obtido da Steviafarma industrial S/A (Maringd, Brasil) e o acido
citrico da Synth (Diadema, Brasil).

Os frutos maduros e secos de vitex foram obtidos da empresa Chas do

Mundo (Portugal). Também foram utilizados goma arabica, acido galico e carbonato
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de sédio que foram obtidos da empresa Exodo Cientifica (S&o Paulo, Brasil), além

do etanol absoluto da empresa Dinédmica (Diadema, Brasil).

4.2 Metodologia

A metodologia proposta no projeto pode ser separada em trés etapas
principais:

1- Determinagao da formulagao base para as balas mastigaveis;

2- Encapsulagao dos extratos do Vitex agnus-castus;

3- Producéo das balas mastigaveis com o bioativo por impresséo 3D.

4.2.1 Etapa 1- Determinagao da formulagao base para as balas mastigaveis

A formulacado base foi determinada com concentragcdes de cada componente
baseadas nas formulag¢des propostas por Herrada-Manchoén et al. (2020), entretanto,
substituindo as gomas xantana e carragena por pectina como hidrocoldide, além de
adicionar acido citrico na formulagado para conferir um gosto levemente acido as
balas mastigaveis. Ademais, foram estudadas duas formula¢gdes sendo uma com

gelatina em sua composi¢cdo e outra sem, conforme apresentado no Quadro 1

abaixo.

Quadro 1- Formulagdes estudadas para 100 g de bala mastigavel.

Componentes [g] F1 F2
Amido de milho 5,00 10,00
Gelatina 8,00 0,00
Pectina 2,25 5,25
Adocante liquido 1,11 1,11
Acido citrico 1,00 1,00
Aroma de morango 0,50 0,50
Corante de beterraba 0,50 0,50
Agua purificada 81,64 81,64
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4.2.1.1 Analise de umidade dos componentes da formulagao

As anadlises de umidade foram realizadas em amostras de amido de milho,
gelatina e pectina. A umidade foi determinada de acordo com a A.O.A.C (1996). Isto
€, inicialmente, o cadinho de porcelana foi submetido a temperatura de 105 °C por 3
h e transferido ao dessecador para esfriar e, entdo, foi pesado. Em seguida, foi
colocado 1 g de amostra no cadinho e o sistema foi pesado e submetido a secagem
por 24 h, resfriamento e pesagem conforme descrito. Por fim, a umidade foi
calculada pela Equacédo 1 abaixo, onde W1 refere-se a massa da amostra (em
gramas) antes da secagem e W2, a massa apos a secagem. A analise foi realizada
em triplicata.

Umidade (%) = S22 (1)

4.2.1.2 Preparo das “tintas” alimenticias

Esta etapa foi realizada com base no procedimento proposto por Herrada-
Manchén et al. (2020) e Ge et al. (2021). Primeiramente, a gelatina e a pectina foram
hidratadas com agua purificada, ja com o adogante liquido, em banho a 90 °C até
completa dissolugdo. Em seguida, a mistura foi resfriada em banho em temperatura
ambiente até atingir a faixa de temperatura de 30 a 40 °C e o amido foi adicionado
aos poucos até sua completa incorporacao.

Posteriormente, os outros componentes da formulagao (acido citrico, aroma e
corante naturais) foram adicionados a mistura. A formulagdo foi mantida em banho
aquecido, a 90 °C e sob agitacdo mecénica a 1000 rpm, por 30 min, para possibilitar
a completa geleificacdo da mistura. Durante este tempo, o béquer se manteve
coberto com papel aluminio para prevenir a perda de agua. As formulag¢des foram

armazenadas em seringas de 10 mL, em refrigerador, a 4 °C, por 24 h.
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Figura 2- Preparo das tintas alimenticias.

Fonte: Autoria propria.

4.2.1.3 Medida da sinérese

A sinérese foi determinada gravimetricamente conforme descrito por Maniglia
et al. (2020). Apds as 24 h sob refrigeragao, amostras de 1,5 g de cada uma das
formulagbes foram centrifugadas a 1500 g por 15 min e a sinérese foi medida como
a quantidade de agua liberada (g agua/100 g de gel). A analise foi realizada em
triplicata.

Figura 3- Tubos de ensaio com as formulagdes apds o ensaio de sinérese.
r (A e -
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a"“ — - ey <
- 3 =

Fonte: Autoria propria.

4.2.1.4 Analise reoldgica

A analise reologica foi realizada em colaboracdo com o Laboratorio de
Microestrutura e Ecoeficiéncia de Materiais do Departamento de Engenharia de
Construcao Civil da Escola Politécnica da Universidade de Sao Paulo. Para isso, foi
utilizado um redmetro (TA instruments, AR 2000, USA) em temperaturas de 23 e
37 °C. A andlise foi dividida em duas etapas sendo uma de caracterizacido do

material e a segunda de tixotropia.
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A caracterizagdo foi realizada com a geometria de placas paralelas de
didmetro de 40 mm e espagamento de 0,5 mm. Nessa configuragdo, primeiramente,
foram feitas as curvas de fluxo de cada amostra em dois ciclos aumentando e
diminuindo a taxa de frequéncia em rampa de 0,01 a 100 s em um periodo de
120 s. Assim, obteve-se a determinacéo do tipo de fluido, da viscosidade aparente
das formulagdes e observou-se a area de histerese entre as curvas ascendentes e
descendentes que explica a recuperacdo das propriedades do material, a qual foi
melhor observada na posterior analise de tixotropia.

Em seguida, foi realizada uma varredura de tensdo na faixa de deformacao de
0,01 a 100% em frequéncia fixa de 1 Hz (teste LAOS- “large amplitude oscillatory
shear”), a fim de determinar a regido de viscoelasticidade linear dos materiais (LVR)
e estudar as propriedades reoldgicas dos géis na regido viscoelastica linear,
mensurando os valores do moédulo de armazenamento/elastico (G’) e do modulo de
perda/viscosidade (G”).

A partir da LVR, determinou-se a deformacado constante para realizagao da
analise de varredura de frequéncia (conhecida como SAOS- “small-amplitude
oscillatoryshear”). Nesse caso, também foram determinados os moédulos G’ e G”
variando a frequéncia angular de 0,1 a 10 rad/s.

A tixotropia foi medida através de testes de recuperagao de cisalhamento em
3 etapas, sendo elas de baixa taxa de cisalhamento, alta taxa de cisalhamento e
baixa taxa de cisalhamento, mimetizando a taxa de cisalhamento dentro da seringa
da impressora, na agulha de impressao e na mesa da impressora, respectivamente.

Assim, as taxas de cisalhamento foram calculadas com as condi¢cdes de
impressao, conforme a expressao de maxima taxa de cisalhamento em uma

geometria tubular de Steffe (1996), apresentada pela Equagao 2 abaixo.

_ (3n+1\4v
r=(m)7R )
Onde n é o indice de comportamento do fluxo (obtido da curva de fluxo), v é a
velocidade de impresséo e R é o raio da geometria (seringa ou agulha).
Os intervalos de baixa taxa de cisalhamento tiveram duragdo de 40s

enquanto o de alta taxa de cisalhamento perdurou por 120s.
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4.2.1.5 Impressao 3D

As balas mastigaveis foram impressas utilizando uma impressora 3D do tipo
de extrusdo com seringa (Genesisll, 3DBS, Brasil) no formato de coragdo com as
dimensdes de 13,38 mm de largura, 13,17 mm de profundidade e 3,00 mm de altura.
O desenho em 3D foi feito no software NX 10 (Siemens) e fatiado (ou seja,
convertido em instrugdes para a impressora 3D) por meio do software Slic3r.

O controle da impressora 3D foi realizado a partir de um computador por meio
do software software Pronterface. A velocidade de movimentacdo do bocal foi de 6
mm's”" com padrdo de preenchimento retilineo. A temperatura da mesa de
impressao foi mantida a 10 °C. A altura de cada camada foi fixada em 0,30 mm e
foram testados preenchimentos de 65 e 80% das figuras (HERRADA-MANCHON et
al., 2020).

Figura 4- Impressora 3D utilizada na manufatura das balas mastigaveis.
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Fonte: Autoria propria. B
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4.2.2 Etapa 2 - Encapsulagao dos extratos do Vitex agnus-castus

4.2.2.1 Preparo dos extratos

O extrato em po6 do vitex (Vitex agnus-castus) foi preparado com base nas
condi¢cdes propostas por Barrientos et al. (2021). Para isso, além dos frutos, foi
utilizada goma arabica como carreador no processo de spray-drying.

Primeiramente, os frutos do vitex foram triturados e peneirados. Dessa forma,
os compostos bioativos foram extraidos do pé do vitex em proporgdo 1,5:10 em
massa de po6 para solugdo hidroalcodlica 60%. A extracdo foi realizada na
incubadora shaker refrigerada (SL-223, Solab Cientifica, Brasil) a 125 rom e 60 °C
por 12 h. Em seguida, o material solido foi removido por centrifugagcdo e o
sobrenadante resultante foi misturado com o carreador (goma arabica) na

concentragao de 5 g/100 g de extrato.

Figura 5- (A) Frutos secos do Vitex agnus castus. (B) Frutos apés moagem.

Fonte: Autoria propria.

O extrato obtido a partir dos frutos de vitex apresentou coloragdo castanha
bastante escura como pode ser observado na Figura 6.
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Figura 6- Extrato liquido de Vitex.

A atomizacao foi realizada em spray dryer (Buchi, B-290, Alemanha) a 160 °C
conforme descrito por Barrientos et al. (2021). Durante a secagem a mistura foi
constantemente homogeneizada sob agitagdo magnética. O pd foi coletado no
ciclone do equipamento, embalado a vacuo e armazenado em embalagem laminada,
sob protegao da luz, a -18 °C até etapas posteriores. Na Figura 7 nota-se que o pé
obtido apresenta coloragédo castanho bastante mais clara que o extrato liquido.

Figura 7- P6 de Vitex apds a encapsulagao.

4.2.2.2 Quantificagcdo de compostos fendlicos totais

O conteudo de compostos fendlicos totais foi quantificado pelo método
colorimétrico de Folin-Ciocalteu, proposto por Singleton, Orthofer e Lamuela-
Raventos (1999). As amostras foram preparadas sem a presenga de luz a fim de
evitar degradacéo de reagentes e compostos.

A partir do extrato liquido de vitex, foram feitas as diluicdes de 1:20 e 1:50 em

etanol 60%. Para a reacgao, colocou-se 0,250 mL da solugao diluida, 2 mL de agua
17



destilada e 0,250 mL do reagente de Folin-Ciocalteu em um tubo de ensaio com
tampa. Apos 3 minutos a temperatura ambiente, foram adicionados 0,250 mL de
solucao saturada de carbonato de sodio anidro 15%. Os tubos foram colocados em
banho-maria a 37 °C durante 30 min para reagao, entdo foi medida a absorbancia a
750 nm em espectrofotometro (SPECTROstar Nano, BMG Labtech). O branco para
calibragdo no espectrofotdmetro foi preparado seguindo o mesmo procedimento,
entretanto, ao invés de 0,250mL da solugdo com vitex foi utilizado etanol 60%. As
analises foram realizadas em triplicatas.

Os resultados, em absorbancia, foram substituidos na equacao linear
(Equacéo 3) obtida pela curva padrao de acido galico (Figura 8) construida na faixa
de 50-500 mg de acido galico por litro, e foram, entdo, expressos em mg de

equivalentes de acido galico (mg EAG).

y = 0,001x — 0,024 (3)

Figura 8: Curva padrdo de Acido Galico para quantificacdo de compostos fendlicos totais.

Curva de Calibracao de Compostos Fenolicos Totais
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Fonte: Autoria propria.
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4.2.2.3 Analise de estabilidade do p6

A estabilidade do p6 foi avaliada nos periodos 0, 14 e 28 dias, quanto aos
compostos fendlicos totais presentes nas particulas, a umidade e a atividade de
agua. Para isto, as particulas produzidas apdés atomizacdo foram divididas
igualmente em frascos de vidro com capacidade para 5 g e foram armazenadas em
dessecador com solugdo saturada de MgCl, (umidade relativa de 33%) e em
temperatura de 25 °C sob protecéo de luz (SOUZA et al., 2014).

A umidade do p6 de vitex foi determinada de acordo com a A.O.A.C (1996),
conforme descrito anteriormente. A atividade de agua foi determinada em analisador
Aqualab (Decagon Devices Inc., USA) a 25 °C apos estabilizagdo das amostras
nesta temperatura.

A fim de quantificar os compostos fendlicos totais do pd de vitex, realizou-se
uma extragao, conforme proposto por Echalar-Barrientos (2017). Para isso, em um
baldo volumétrico de 10 mL foram colocados 10 mg do pé de vitex e 3 mL de agua
destilada e o volume foi completado com etanol absoluto. A solugdo foi
homogeneizada e filtrada com filtro de 45 pym. Esta entao foi utilizada no lugar das
solugdes de vitex, seguindo o mesmo procedimento ja descrito. Analogamente, o
branco para calibracdo no espectrofotdmetro foi preparado seguindo o mesmo
procedimento, entretanto, ao invés de 0,250 mL da solu¢gdo com vitex foi preparada
uma solugdo com 10 mg de goma arabica e 3 mL de agua destilada num balédo

volumétrico de 10 mL sendo o volume completado com etanol absoluto.

4.2.3 Etapa 3 - Producao das balas mastigaveis com o bioativo por impressao
3D

A formulagao base de balas mastigaveis que, ao final da Etapa 1, apresentou
melhores caracteristicas reolodgicas e estrutura 3D com melhor definicdo foi a
escolhida para a fortificagdo. Nesta etapa do projeto, o extrato de Vitex agnus-castus
encapsulado foi adicionado a formulacdo de bala mastigavel na proporgdo de
1 g/100 g.
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4.2.3.1 Medidas de pH e °Brix

As medidas de pH e °Brix foram realizadas com as tintas alimenticias a 25°C
antes da gelificagdo, seguindo a metodologia proposta por Ge et al. (2021). O °Brix
foi medido em ftriplicata utilizando o refratbmetro de bancada (ATR,
Schmidt+Haensch). Para as medidas de pH, a formulagéo foi diluida em agua
deionizada em propor¢ao 1:1 (m/m) e analisada em triplicata no pHmetro (Tec-3MP,
TECNAL).

4.2.3.2 Impressao 3D
A impressado 3D das balas mastigaveis fortificadas foi realizada conforme
anteriormente descrito no topico 4.2.1.5, nas mesmas condigcdes da formulagao

base.

4.2.3.3 Caracterizagao das balas fortificadas e avaliagdo da estabilidade

Logo apd6s a impressdo das balas fortificadas, as amostras foram
armazenadas em embalagens plasticas, em protecdo da luz sob refrigeragdo com
temperatura constante de 4 °C (SAKULNARMRAT; KONCZAK, 2022).

A caracterizagdo das balas fortificadas e a avaliagdo da estabilidade das
mesmas foram realizadas no dia 0 e a cada 7 dias pelo periodo de 28 dias, e foram
avaliados o aspecto visual, a umidade, atividade de &gua, sinérese, textura e
concentracdo dos compostos bioativos retidos.

A umidade, a atividade de agua e a sinérese foram realizadas conforme
descrito anteriormente nos topicos 4.2.1.1 e 4.2.1.2.

A concentracdo dos compostos bioativos retidos foi mensurada comparando
as amostras com uma amostra da mesma formulagao sem adicdo de vitex. Para a
extragdo dos compostos retidos nas balas mastigaveis, primeiramente, as balas
foram maceradas e dissolvidas em etanol 60% na proporgdo de 1:2 (m/v). A
dispersao foi entdo centrifugada (a 4 °C, 5000 rpm por 10 min) e o sobrenadante
resultante foi separado. O processo foi repetido quatro vezes, até que os residuos da
bala mastigavel se mostrassem esbranquigados e o sobrenadante, sem coloragéo
adicional. O sobrenadante resultante foi filtrado (com filtro de 45 ym) e analisado
quanto a concentragcdo de compostos fendlicos. O processo para desenvolvimento

da reagao foi analogo ao realizado com o pé do vitex, entretanto, antes da medigéo
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da absorbéancia, as amostras foram novamente centrifugadas a 4°C e 5000 rpm por
10 minutos. Com os resultados obtidos, foi calculado o tempo de meia vida dos
compostos (t12), com base nas Equacdes (4) e (5) para reacdes de cinética de
primeira ordem, onde os parametros Cy refere-se a concentragao inicial, C; a

concentragdo do composto no tempo t (em dias) e k a taxa de reagao constante.

—In==kt (4)
tig =~ (5)

Os testes de compressao para analise do perfil de textura (Texture Profile
Analysis, “TPA”) foram realizados em texturbmetro (Stable Micro Systems, TA-XT2i,
UK). Os ensaios foram realizados a temperatura ambiente e as tintas, mantidas sob
refrigeracdo (18 °C), foram expostas a temperatura ambiente até atingir essa
temperatura, antes do inicio do teste. Um probe cilindrico de 35 mm de diametro foi
utilizado para comprimir as balas mastigaveis. A TPA consistiu de dois ciclos de
compressao e descompressao, separados por um intervalo de 10 s, limitando-se a
uma deformacdo de até 75% da altura da bala mastigavel conforme proposto por
Renaldi et al. (2022). Foram avaliados os parametros de dureza, adesividade,
coesividade, elasticidade e mastigabilidade.

4.2.4 Analise estatistica

As medidas de umidade, atividade de agua,compostos fendlicos e textura
foram realizadas em ftriplicata e analisadas usando o software Statistica (Versao
13.5.0.17) por meio de analise de variancia simples (one-way ANOVA) e teste post
hoc de Tukey. Uma diferencga foi considerada estatisticamente significativa quando
P<0,05.

5. RESULTADOS

5.1 Formulagao base das balas mastigaveis
O Quadro 2 apresenta os resultados da analise de umidade dos componentes

da formulagéao base.
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Quadro 2- Umidade dos componentes da formulagéo base.

Ingrediente Umidade [g/ 100 g]
Amido de milho 12,23+0,16
Gelatina 11,87+0,06
Pectina 4,75%0,04

Média + desvio padréo (n = 3 replicadas)

Observou-se valores de umidade bastante significativos nos ingredientes da
formulacéo, dessa forma, compensou-se estes valores da massa total de agua que
era adicionada a formulagdo, obtendo assim, composi¢cées ajustadas das

formulagdes base expressas no Quadro 3.

Quadro 3- Composicao ajustada com umidade dos componentes.

Componentes [g] F1’ F2’
Amido de milho 5,61 11,22
Gelatina 8,95 0,00
Pectina 2,36 5,50
Adocante liquido 1,11 1,11
Acido citrico 1,00 1,00
Aroma de morango 0,50 0,50
Corante de beterraba 0,50 0,50
Agua purificada 79,97 80,17
Total 100,00 100,00

A sinérese ou liberacdo de agua é um fendbmeno que pode comprometer a
integridade e a estabilidade das balas mastigaveis impressas, além de tornar o
produto visualmente desagradavel (QIU et al., 2023). Usualmente, o agucar, além de
garantir o dulgor, desempenha papel importante como agente aglutinante em balas

mastigaveis, evitando alta sinérese (MARINGKA et al.,, 2024). Entretanto, na
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presente analise, ndo se observou perda de agua, atribuindo a gelatina e a pectina a

funcdo de reter a agua na formulagéo.

5.2 Analise reolégica das formulacdes base

A determinagdo das propriedades reoldgicas das tintas alimenticias é de
extrema importancia para entender o desempenho destas durante a impressao, isto
€, sua capacidade de ser extrudada pelo pequeno didmetro da agulha da impressora
e ainda assim, garantir a estabilidade estrutural do objeto impresso (ZHOU et al.,
2023). Dessa forma, foram feitas as curvas de fluxo a 23 e 37°C com a formulagao
com gelatina, entretanto a essas temperaturas observou-se escorregamento entre as
placas durante o ensaio com a formulagdo sem gelatina, assim, optou-se por realizar
as analises reoldgicas a 70 °C com essa formulag&o. As curvas de escoamento para
o aumento e a diminuigdo gradual da deformagédo sobre cada fluido a diferentes

temperaturas sao apresentadas nas Figuras 9 e 10.

Figura 9- Curvas de fluxo das formulagdes base a 23, 37 e 70 °C- 1° ciclo.

— Milho com gelatina - 23°C - 1°ciclo (acel)
———— Milho com gelatina - 23°C - 1°ciclo (des)
—— Milho com gelatina - 37°C - 1%ciclo {acel)
———— Milho com gelatina - 37°C - 1°ciclo (des)
— Milho sem gelatina - 70°C - 1°ciclo (acel)
———— Milho sem gelatina - 70°C - 1°ciclo (des)
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Figura 10- Curvas de fluxo das formulagdes base a 23, 37 e 70 °C- 2° ciclo.

— Milho com gelatina - 23°C - 2°ciclo (acel)
———— Milho com gelatina - 23°C - 2°ciclo (des)
— Milho com gelatina - 37°C - 2%ciclo (acel)
———— Milho com gelatina - 37°C - 2°ciclo (des)
— Milho sem gelatina - T0°C - 2%ciclo (acel)
450 - ———— Milho sem gelatina - 7T0°C - 2°ciclo (des) =k

Tensdo (Pa)
L
o
o

Taxa de cisalhamento (1/s)

A partir das curvas € possivel notar que ha uma diferenga na tensdo de
cisalhamento em relagdo a curva ascendente com a curva descendente. Esse
fendbmeno resultante da quebra do gel é conhecido como histerese e pode ser
quantificado como a area entre as curvas de fluxo (MATHIAS et al., 2013). Os
valores de histerese das formulagdes estudadas estdo apresentados no Quadro 4
abaixo.

Ademais, na Figura 9, observou-se que a curva da formulagdo com gelatina a
37 °C apresentou menor inclinagao que as outras condi¢gdes analisadas o que indica
que esta apresenta menor resisténcia ao escoamento, visto que foi necessaria uma
forca menor para que essa formulacdo sofresse a mesma deformacdo que as

demais.

Quadro 4- Areas de histerese das curvas de fluxo das formulagdes base estudadas.

1° Ciclo 2° Ciclo
Com gelatina a 23°C 3384,34 1415,08
Com gelatina a 37°C 130,83 -27,59
Sem gelatina a 70°C 616898,80 2534,25

Analisando as Figuras 9 e 10 e a Quadro 4, nota-se que, em ambos 0s ciclos,

as amostras com gelatina a 23 °C e sem gelatina a 70 °C apresentaram
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consideraveis valores de histerese, o que nao € observado na amostra com gelatina
a 37 °C. Quanto menor a histerese, menor € o tempo de recuperacdo do material
perante a diminuigdo da taxa de cisalhamento. Segundo Herrada-Machon et al.
(2023), em geral, fluidos de rapida recuperagdo sao mais adequados a impressao
3D ja que esta aplicagao exige controle preciso sobre o fluxo e a forma do material.
Os resultados da analise da viscosidade aparente em funcdo da taxa de

deformacéao foram expressos nas Figuras 11 e 12 abaixo.

Figura 11- Curvas de viscosidade aparente das formulagdes base a 23, 37 e 70 °C- 1° ciclo.
3°C - 1°ciclo (acel)
———-Milho com gelatmz - 23°C - 1%ciclo (des)
Milho com gelatma - 37°C - 1°ciclo {acel)

— Milho com gelatma - 2
5

— ——- Milho com gelatima - 37°C - 1°ciclo (des)
—— Milho sem pelatina - 70°C - 1°ciclo Cacel)
— ——-Mitho sem gelatima - 70°C - 1°ciclo (des)
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Figura 12- Curvas de viscosidade aparente das formulagdes a 23, 37 e 70 °C- 2° ciclo.

— NWiilho com gelatma - 23°C - 2°aiclo (acel)
———-Milho com gelatmz - 23°C - 2°ciclo (des)
—— Milhe com gelatima - 37°C - 2%ciclo (acel)
— ——-Milho com gelatma - 37°C - 2%ciclo {des)
Milho sem gelatma - 70°C - 2%cicle (zcel)
———-Milho sem gelatina - 70°C - 2°ciclo (des)
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Com excecado da formulagdo sem gelatina no primeiro ciclo, as amostras
apresentaram decaimento da viscosidade com aumento da taxa de cisalhamento e
recuperacao da viscosidade inicial com a diminuicdo da taxa de cisalhamento. Essa
€ uma propriedade desejada na impressao 3D ja que deseja-se uma baixa
viscosidade ao passar pelo bico da impressora (alta taxa de cisalhamento), porém
uma recuperacgao da viscosidade mais alta na mesa da impressora (baixa taxa de
cisalhamento).

Ademais, para cada condigdo os dados foram ajustados aos modelos
reoldgicos de Bingham, e de Herschel-Bulkley conforme expresso na Figura 13. Os
valores para o coeficiente de determinagdo (R?) e para os parametros de cada
modelo analisado estdo expressos no Quadro 5 abaixo.

Figura 13- Ajuste dos modelos reoldgicos (A) Formulagdao com gelatina a 23°C (B)

Formulagao com gelatina a 37°C (C ) Formulagao sem gelatina a 70°C.
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Quadro 5 - Parametros das formulagdes estimados para os diferentes modelos reoldgicos.

Formulagdo com gelatina a 23°C

Modelo Equagio o, [Pa] K [Pa-s"] n R?
Bingham 0 =09+ Ky 165,48 2,98 - 0,94
Herschel-Bulkley o =0, +Ky" 7,94 70,65 0,39 0,99

Formulagao com gelatina a 37°C

Modelo Equagéo g [Pal | K [Pa-s"] n R?
Bingham o =0+ Ky 20,65 1,28 - 0,98
Herschel-Bulkley o =oay,+ Ky™ 0,10 6,86 0,66 1,00

Formulagao sem gelatina a 70°C

Modelo Equagio o, [Pa] K [Pa-s"] n R?
Bingham o = 0o+ Ky 160,50 3,13 ; 0,93
Herschel-Bulkley o =oa,+ Ky™ 0,11 76,64 0,38 0,96

Com base nos resultados obtidos, é possivel notar que, no modelo de
Herschel-Bulkley, a formulacdo com gelatina a 37 °C e sem gelatina a 70 °C
apresentam valores de tensdo de escoamento (g,) praticamente nulos, enquanto
apresentam valores do coeficiente de consisténcia (K) maiores que zero e indices de
comportamento (n) entre zero e um, indicando que estes materiais séo
pseudoplasticos.

Por outro lado, a formulagdo com gelatina a 23 °C apresenta valor
consideravel de tensdo de escoamento, indicando que € necessario aplicar essa
tensdo para que o fluido atinja fluxo, de forma que, abaixo desse valor, 0 material
exibe caracteristicas solidas, sendo, portanto, considerado um plastico de Herschel-
Bulkley (STEFFE, 1996).

O teste LAOS permite a investigacado da resposta viscoelastica ndo linear em
fluidos complexos (ZHONG et al., 2024). Os valores dos mddulos G’ e G” obtidos

nesse teste foram expressos na Figura 14.
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Figura 14- Modulos G’ e G” obtidos pelo teste LAOS.
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A partir das curvas obtidas é possivel identificar a regido de viscoelasticidade
linear dos materiais (LVR), ou seja, a regido em que a deformacgéo aplicada n&o
destrdi a estrutura da amostra. O limite da LVR foi determinado pela deformagédo em
que o valor de G’ deixa de ser constante, que no caso, identificou-se ser de
aproximadamente 0,13% para as amostras com gelatina e de 1% para as amostras
sem gelatina. Observou-se que na LVR todas as amostras apresentaram G’ maior
que G”, indicando predominadncia de um comportamento de material viscoelastico
sélido. Ademais, notou-se que, em taxas de deformagdo préximas da maxima
atingida, obteve-se menores valores de G’ indicando quebra da rede de gel.

O comportamento obtido mostrou-se similar ao observado por Zhong et al.
(2024) na analise reolégica de tintas de impressao 3D produzidas com amido em po6
de gema de ovo. Assim como na literatura, observou-se um pequeno aumento do
valor de G” (com aumento da deformagéo) anterior ao seu decaimento. Segundo
esses pesquisadores, esse aumento da deformagéo acabou gerando uma taxa de
formacao de rede de gel maior que sua taxa de cisalhamento, entretanto, com o
aumento da deformacéo, esta ultima superou a taxa de formagéo, gerando queda do
valor de G”.

O teste de SAOS ¢é importante para se entender melhor a estrutura interna do
material e seu comportamento em fungao do tempo em uma regido de deformacéao
nao destrutiva, de forma que as altas frequéncias representam a extrusao enquanto
as baixas frequéncias reproduzem o comportamento do material ja em descanso
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(HERRADA-MANCHON et al., 2023). Dessa forma, fixou-se a deformagdo em 0,1%,
ja que nessa taxa todas as amostras estariam na LVR. Os valores dos modulos G’ e

G” obtidos neste teste estdo expressos na Figura 15.

Figura 15- Modulos G’ e G” obtidos pelo teste SAOS.
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A partir da Figura 15, é possivel notar que todas as formulagcbes analisadas
apresentam valores de G’ maiores que de G” indicando que as formulacdes
apresentam propriedades reolégicas e comportamento tipico de gel fraco,
igualmente identificado por Herrada-Manchon et al. (2020).

Conforme previsto na metodologia, o ensaio de tixotropia foi realizado com
taxa de cisalhamento calculadas com os valores do indice de comportamento (n)
obtidos pela caracterizagdo dos fluidos (expressos no Quadro 5) e pelas condigdes
de impressao (velocidade de impressao de 6 mm/s, didmetro da seringa de 14,31
mm e didmetro da agulha de 0,70 mm). Os parametros aplicados a Equacao 3 estéao

expressos no Quadro 6 abaixo.
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Quadro 6- Parametros utilizados para o célculo da taxa de cisalhamento do ensaio de

tixotropia.

Condicao Formulagao v (mm/s) n R (mm) v (s™)

com gelatina a 23°C 6 0,39 7,16 4,66

Baixo com gelatina a 37°C 6 0,66 7,16 3,78
cisalhamento

sem gelatina a 70°C 6 0,38 7,16 4,72

com gelatina a 23°C 6 0,39 0,35 95,35

Alto com gelatina a 37°C 6 0,66 0,35 77,51
cisalhamento

sem gelatina a 70°C 6 0,38 0,35 96,70

Com base nestes resultados, foram escolhidos os limites maximo e minimo de
1s’ e de 100s’ no ensaio de avaliagdo da tixotropia da formulagso,
respectivamente. Esse ensaio nao foi possivel de ser realizado com a formulagao
sem gelatina devido ao escorregamento das placas. A Figura 16 expressa a
resposta da tensao das formulacdes as taxas de cisalhamento determinadas.

Figura 16- Teste de recuperacao de cisalhamento para avaliagado de tixotropia (A)

Formulagao com gelatina a 23°C (B) Formulagdo com gelatina a 37 °C
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Como pode ser observado na Figura 16, o teste de tixotropia em trés etapas
expbds o comportamento tixotropico das formulagdes com gelatina, com recuperagao
da sua estrutura, pelo valor da viscosidade préxima da apresentada inicialmente
apo6s o intervalo de alta taxa de cisalhamento. Em particular, a formulagcdo com

gelatina a 37 °C mostrou uma maior recuperagédo de viscosidade com alteracéo da
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taxa de cisalhamento, assim como tendéncia de aumento da viscosidade com o
tempo ao final dos 200s do teste, indicando propensdo a recuperar a viscosidade
inicial. Este resultado obtido é bastante similar ao resultado obtido por Herrada-
Manchén et al. (2020) e pelo apresentado por Paxton et al. (2017), o qual garante
que a recuperagao da viscosidade original € uma caracteristica essencial para tintas
de impressao 3D ja que é um indicativo de que a aplicagdo da alta taxa de

cisalhamento ndo causa mudancas permanentes no material.

5.3 Impressao 3D das balas mastigaveis

Com base nos dados reoldgicos, foram determinadas as temperaturas de
impressao de 37 °C para a formulagdo com gelatina e de 70 °C para a formulagao
sem gelatina. Entretanto, devido a dificuldade de se atingir e manter em temperatura
alta como 70 °C, optou-se por testar os preenchimentos de 65 e 80% utilizando a
formulagdo com gelatina e seguir o estudo somente com essa formulagdo. As

formulacdes estdo apresentadas na Figura 17 abaixo.

Figura 17- Gummy com 65% de preenchimento (A e C) e com 80% (B e D).

Os resultados obtidos em ambos os casos se mostraram bastante similares.

Entretanto, com o preenchimento de 80%, foi mais facil retirar a forma da mesa de

31



impressdo sem danificar a estrutura. Em ambos os casos, apds o término da
impressao, aguardou-se alguns minutos para que a temperatura da bala mastigavel
diminuisse e fosse garantida sua completa solidificagdo. Posteriormente, todas as
amostras puderam ser facilmente manipuladas sem interferéncia em sua estrutura.

Portanto, a formulagdo com gelatina em sua composigéo foi selecionada para
seguir para a etapa de fortificagdo e as condi¢cbes de impressao utilizadas foram:
temperatura de 37 °C e preenchimento da estrutura de 80%.

Durante e apds a impressao, notou-se que as amostras obtidas apresentaram
pequeno desvio da geometria alvo, evidenciado pela superficie irregular e o aspecto
de “inchago”. Esse fenbmeno, conhecido como ‘die swell também foi percebido por
Liu et al. (2018) e caracteriza a expansao que fluidos com fortes propriedades
viscoelasticas podem sofrer ao passarem por bico da impressora e serem
submetidos a uma forga de cisalhamento menor que a exercida pela parede da

agulha de impressao.

5.4 Quantificacao de compostos fendlicos totais do extrato de vitex

A partir das diluicdes, obteve-se que o teor de compostos fendlicos totais
presentes no extrato liquido € de 47,3+2,4 mg EAG/g de fruto seco, quantidade
bastante significativa.

Echalar-Barrientos (2017), realizou a extracdo de compostos fendlicos dos
frutos secos de vitex nas mesmas condi¢gées empregadas e obteve um teor quase 3
vezes maior que o obtido no presente estudo. Acredita-se que essa diferenga possa
ser decorrente das diferentes origens dos frutos de vitex e da possivel diferenca de
tempo e armazenagem do produto antes da compra. Sarikurkcu et al. (2009)
também quantificaram o teor de fendlicos dos extratos obtidos a partir dos frutos de
vitex, porém, empregaram a técnica de extracdo Soxhlet por 5 horas com 250 mL do
solvente, que poderia ser agua ou metanol obtendo, respectivamente, 112,46 e
46,50 mg EAG por grama de fruto seco. Portanto, pode-se dizer que o teor de

fenodlicos obtido esta condizente com o encontrado na literatura.
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5.5 Analise de estabilidade do pé de vitex

O teor de compostos fendlicos foi determinado logo apds a produgéo do po e
a retencdo desses compostos bioativos foi calculada pela Equacdo 6, conforme
proposto por Echalar-Barrientos (2017). Os resultados foram expressos no Quadro
7.

o Teor de fendlicos no p6
Retencdo = P

100 (6)

Teor de fenoélicos no extrato liquido

Quadro 7- Teor de compostos fendlicos e retengao destes no pé obtido por spray-dryer.

Teor de compostos fendlicos totais Retencs
(mg EAG/g de fruto seco) etencao
P6 dia 0 44,68 94,38%

Observou-se que a retencao dos compostos fendlicos obtida foi bastante alta,
tendo a perda de compostos fendlicos explicadas pela exposicao a luz e a alta
temperatura (160 °C) no processo de atomizagdo. Nas mesmas condi¢des, Echalar-
Barrientos (2017) obteve uma retengdo de 81%, o que é bastante inferior a
encontrada no presente estudo, porém obteve um teor de fendlicos de 45,4 mg
EAG/g amostra em base seca, o que € bastante proximo do obtido.

Os resultados de compostos fendlicos totais, umidade e atividade de agua do
po estao expressos no Quadro 8.

Quadro 8- Caracterizagao do p6 de vitex quanto a teor de compostos fendlicos, umidade e

atividade de agua ao longo da estocagem de 28 dias.

Dia 0 Dia 14 Dia 28

Teor de fendlicos totais (MgEAG/g

44.68+5,34° 22,73+1,69° 23,85+1,44°
de fruto seco)

Umidade (%) 7,09+0,07° 9,38+0,18" 10,3040,23°

Atividade de agua 0,19+0,01° 0,42+0,01° 0,45+0,01°

Média + desvio padrao (n = 3 replicadas). Diferentes letras na mesma linha diferem significativamente
entre si (P<0,05).
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Analisando o teor de compostos fendlicos totais, nota-se que o valor obtido no
dia O difere significativamente dos demais (P<0,05), de forma que do dia 0 ao dia 14
houve uma perda nas particulas dos compostos fendélicos de quase 50%, enquanto
que do dia 14 ao dia 28 de avaliacio, o teor de fendlicos se manteve constante. A
perda destes compostos pode estar relacionada com o ganho de umidade pelas
particulas, até que a umidade relativa do meio em que as particulas estavam
armazenadas se mantivesse constante. Como os compostos fendlicos sdo soluveis
em agua, os mesmos podem ter migrado da particula para o filme de agua formado
em volta da mesma e, com isso, se tornaram mais suscetiveis a degradacdo. A
estabilidade dos compostos bioativos de vitex produzido nas mesmas condi¢des por
Echalar-Barrientos (2017) se mostrou estavel durante a estocagem a 25 °C e 32,8%
UR por 60 dias, apresentando perdas de apenas 0,76% nesse periodo.

Analisando os valores obtidos para atividade de agua e para umidade,
observa-se que os valores de cada parametro sédo significativamente diferentes
(P<0,05) entre si. Acredita-se que isto tenho ocorrido, provavelmente, devido a
desestabilizagdo das amostras até que o equilibrio com o ambiente fosse atingido e
esses aumentos nas taxas de umidade e atividade de agua podem estar
relacionados, ja que as amostras absorveram parte da agua disponivel no ambiente,
o que também foi observado por Echalar-Barrientos (2017).

Mesmo assim, os valores obtidos para atividade de agua (0,19-0,45) sé&o
considerados baixos e suficientes para evitar a proliferagdo de microrganismos e
para manter a estabilidade fisica do produto. Estes valores também estdo em
concordancia com o que foi encontrado por Echalar-Barrientos (2017), entre 0,30 e
0,44. O intervalo dos valores de umidade obtidos € maior que os valores de umidade
referentes a pos secos especificados na industria alimenticia, isto é, de 3 a 4%
(KARACA et al.,, 2015, ECHALAR-BARRIENTOS, 2017). Entretanto, os valores
estdo proximos aos encontrados por Echalar-Barrientos (2017), 3,4-7,1%, podendo
ser explicado pela higroscopicidade intrinseca do vitex estudada pela autora.

Baixos valores de umidade e atividade de agua séo desejaveis para produtos
em pd, como o extrato encapsulado, uma vez que previnem aglomeragdo das

particulas e “caking”, melhorando sua dispersdo (RUBIO et al., 2022).
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5.6 Producao das balas mastigaveis com o bioativo por impressao 3D

A Figura 18 exibe o processo de impressdo da bala mastigavel com pé de
vitex e a bala mastigavel resultante. Comparando visualmente com a bala mastigavel
sem adigao de vitex, é possivel notar que a adicado do composto gerou um pequeno

escurecimento na coloragdo da amostra.

Figura 18- (A) Producéo da bala mastigavel por impressao 3D (B) Bala mastigavel fortificada

(C) Bala mastigavel controle.

Ademais, o gummy produzido apresentou caracteristicas estruturais idénticas
ao observado no produzido com a formulagdo base, de forma que, alguns minutos
apos a impressao, a bala apresentou sustentagdo estavel e pode ser faciimente

manuseada como observado na Figura 19.

Figura 19- Manuseio da bala mastigavel produzida minutos apos a impressao 3D.

5.7 Medidas de pH e °Brix da formulagao fortificada
O Quadro 9 apresenta os dados de pH e o teor de sdlidos soluveis da
formulacdo com p6 de vitex.
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Quadro 9- Caracterizagao da formulagao com vitex.

pH 3,92+0,01

Teor de sélidos soltveis [°Brix] 27,11+0,07

Média + desvio padrao (n = 3 replicadas)

De acordo com Ge et al. (2021), em formulagbes de gummies, o teor de
soélidos soluveis geralmente varia de 74 a 80 °Brix, enquanto o pH varia de 3 a 5.
Comparando com os valores obtidos, nota-se que o valor de pH esta contido no
intervalo esperado. A condi¢do acida é importante para a formagéo da rede de gel e,
consequentemente, melhorar a consisténcia e textura dos gummies (GE et al.,2021).
Por outro lado, a divergéncia observada no indice de refragcao esta relacionada aos
componentes da formulagéo, ja que na literatura tomou-se como referéncia balas
mastigaveis com grandes quantidades de sacarose e xarope de glicose em sua

composic¢ao, os quais sao definitivos no valor do teor de sdlidos soluveis.
5.8 Analise de estabilidade das balas mastigaveis fortificadas
5.8.1 Atividade de agua, umidade e sinérese
A atividade de agua e a umidade das balas mastigaveis ao longo dos 28 dias

de estocagem foram expressas no Quadro 10.

Quadro 10- Caracterizagao das balas mastigaveis em relagéo a atividade de agua e a

umidade ao longo da estocagem.

Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28
‘Ltja"iézzie 0,995°+0.001 | 0,094°40,001 | 0.995°+0,001 | 0,998%+0,001 | 0,995°+0,001
U"‘(LZTde 80,29°:0.73 | 81,63%0,10 | 81,65°40,20 | 81,45°4022 | 81,53%40,09

Média + desvio padrao (n = 3 replicadas). Diferentes letras na mesma linha diferem significativamente
entre si (P<0,05).

Analisando os valores apresentados no Quadro 10, nota-se que a atividade
de agua das balas mastigaveis se manteve estavel longo dos dias, ndo havendo
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diferenca significativa (P<0,05) entre os valores apresentados, com exceg¢ao do valor
obtido no dia 21, a qual apresentou um aumento da atividade de agua que acredita-
se que seja proveniente, provavelmente, de erros no preparo da amostra.

Comparando os resultados obtidos com os apresentados por Maringka et al.
(2024) que desenvolveram gummies com polidextrose, isomalto-oligossacarideos,
fruto-oligossacarideos e xilitol como substitutos do agucar, a atividade de agua em
ambos os casos foi bastante alta, sendo de 0,73 a 0,85 para o estudo de Maringka et
al. (2024) e de 0,99 para o presente estudo. Acredita-se que isso se deva a auséncia
de agucar ou xaropes nas composi¢des. Ademais, segundo os autores, a quantidade
de umectante de baixo peso molecular, em especial o xilitol, &€ inversamente
proporcional a atividade de agua mensurada, sendo mais um fator que pode explicar
a maior atividade de agua verificada no presente estudo, ja que esta apresenta
menor quantidade de xilitol (usou-se 1,1 g no presente estudo enquanto que
Maringka et. al usaram 42 g de xilitol).

Observando os valores de umidade das balas mastigaveis, nota-se que
apenas a taxa de umidade do dia 0 difere significativamente (P<0,05) das demais.
Assim, pode se dizer que houve um pequeno incremento da umidade da amostra
nos primeiros 7 dias, entretanto esta se manteve estavel no restante do periodo de
analise, sugerindo que, durante a primeira semana ap6s a sua produgado, as
amostras estavam se adaptando ao ambiente até que a estabilizacdo fosse
alcancada.

Em relagédo a umidade, Hartel et al. (2018) mostraram que teores de umidade
entre 50 e 60% s&o os desejaveis para gummies. Entretanto, no presente estudo,
obteve-se valores acima do esperado, acredita-se que devido a presenca de grande
quantidade de agua e ingredientes de base aquosa (aroma, corante e adogante
liquido) na composigao.

A sinérese é um indicador importante da tendéncia do amido a se deteriorar
(KARIN, NORZIAH, SEOW, 2000). Ademais, obteve-se que nao houve liberagédo de
agua pelas amostras durante o periodo de 28 dias e, portanto, assume-se que néo

houve deterioragcdo do amido presente na formulacéo.
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5.8.2 Quantificagao de compostos fendlicos
O teor dos compostos fendlicos ao longo do tempo das balas mastigaveis

produzidas por impressao 3D pode ser observado no Quadro 11.

Quadro 11- Teor de fendlicos totais (mg EAG/g de gummy) ao longo da estocagem das
balas mastigaveis.

Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28

Controle 1,392+0,09 | 1,31%+0,12 | 1,30%°+0,07 | 1,13°+0,09 1,09°+0,07

Vitex 2,89°+0,13 2,43°+0,09 2,63%°+0,21 2,39°+0,07 2,31°+0,09
Média + desvio padrao (n = 3 replicadas). Diferentes letras na mesma linha diferem significativamente
entre si (P<0,05).

Os resultados apresentados no Quadro 11 indicam que o teor de compostos
fendlicos promovido pela adicdo de vitex 1% m/m é bastante relevante ja que
representa mais de 50% do teor de compostos fendlicos total nas balas mastigaveis
sendo o restante atribuido aos compostos fendlicos presentes no corante natural de
beterraba.

Ademais, observa-se que as formulagdes sem vitex e com vitex apresentaram
perda de compostos fendlicos de 21,58% e 20,07%, respectivamente, os quais sao
valores bastante proximos. Esta convergéncia poderia indicar que os compostos
bioativos degradados sdo exclusivos do corante natural, entretanto ndo € possivel
assumir essa conclusao ja que na propria analise de estabilidade do pé de vitex,
observou-se uma grande perda de fendlicos deste.

Nesse sentido, nota-se que a formulagdo sem o vitex apresenta uma queda
do teor de compostos fendlicos controlada, de forma que os valores dos dia 7 e 14
nao diferem significamente (P<0,05) nem da amostra do dia 0 nem das amostras dos
dia 21 e 28, sendo estas ultimas significativamente diferentes do primeiro dado da
analise. Por outro lado, esse comportamento nédo € repetido na formulacdo com
vitex, pois a amostra do dia 7 se mostrou significamente diferente da obtida no
primeiro dia, distintivamente do observado na amostra do dia 14 que se mostrou
igual as amostras do dia 0 e dia 21. Assim, como os compostos fendlicos ndo podem
ter sido gerados espontaneamente, acredita-se que houve uma falha na metodologia
de extragdo no dia 7, de modo que os compostos fendlicos encapsulados nao

tenham sido extraidos totalmente, acarretando em erros na quantificacao.
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Finalmente, calculou-se o tempo de meia-vida dos compostos fendlicos nas
balas mastigaveis com vitex. Obteve-se uma taxa de reacéo (k) de 0,008 dias™ e um
tempo de meia vida de 86,64 dias. Dessa forma, é possivel garantir a ingestao dos
compostos fendlicos dos gummies desde ques sejam consumidos dentro desse

periodo.
5.8.3 Analise visual

A Figura 20 mostra a estrutura das balas mastigaveis com vitex produzidas

por impressao 3D ao longo de 28 dias.

Figura 20- Fotografias das balas mastigaveis produzidas por impresséo 3D ao longo de 28
dias de estocagem.

Dia 0

Dia 7

Dia 14

Dia 21

Dia 26
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Primeiramente, nota-se que as balas mastigaveis produzidas apresentam
certa variacdo de formato devido, principalmente, ao fenbmeno de ‘die-swell
observado durante a impressao.

Ademais, observa-se que, visualmente a coloragdo das amostras se manteve
estavel, assim como a definicdo de suas formas exteriores. Entretanto, & possivel
observar que as amostras foram perdendo brilho com o passar do tempo, tornando-

se mais opacas ao final do periodo de analise.

5.8.4 Analise do perfil de textura

Os valores dos atributos obtidos a partir dos ensaios de TPA estdo expressos

no Quadro 12.

Quadro 12- TPA das balas mastigaveis produzidas por impressao 3D.

Dureza Coesividade Elasticidade | Mastigabilidade | Adesividade
(N) (mm) (mJ) (mJ)
Dia 0 1,86°+0,11 0,87°+0,01 2,24°+0,01 3,64°+0,22 0,08°+0,02
Dia7 | 3,20*°x0,57 | 0,82°+0,02 2,25°+0,00 5,87%°+0,88 0,18%+0,03
Dia 14 | 2,58°"°+0,11 0,81°+0,00 2,25%+0,00 4,72"°+0,20 0,21%+0,02
Dia 21 3,69°+0,77 0,85%°+0,03 2,25%+0,00 7,03%+1,42 0,12°°+0,05
Dia 28 | 2,48™+0,07 | 0,86*%0,02 2,24°+0,00 4,76"£0,14 0,13%°+0,01
Média + desvio padrdo (n = 3 replicadas). Diferentes letras na mesma coluna diferem

significativamente entre si (P<0,05).

A dureza corresponde a resisténcia da estrutura do gel sob presséo e esta
diretamente relacionada com a forca maxima necessaria para distorcer os gummies
na primeira mordida (Renaldi et al., 2022). Analisando os valores obtidos para
dureza, expressos no Quadro 12, € possivel perceber que estes sofrem grande
variagdo ao longo do intervalo de tempo de analise sendo significativamente
diferentes entre si (P<0,05). Do dia 0 ao dia 7, observa-se aumento consideravel
(72%) da dureza das balas mastigaveis que pode estar relacionado com a
estruturagédo do gel que foi desestabilizado durante a impressao no dia 0.
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Os valores obtidos para a dureza no presente estudo estdo em concordancia
com os valores obtidos por Teixeira-Lemos, et al. (2021) de 1,91 a 6,52N para
gummies produzidos com suco de laranja e mel, mas bastante inferiores
(equivalente a metade do valor) aos encontrados por Abinaya, Sharmila, Priya et al.
(2023) para gummies produzidos com excedente de cebola. De acordo com Gunes
et al. (2022), quanto menor a quantidade de &agua e maior quantidade de
hidrocoléide na composi¢gao da bala mastigavel, maior é a dureza desta. Assim,
acredita-se que a divergéncia encontrada entre os valores da literatura seja,
principalmente, decorrente da diferenga da quantidade de agua das formulagées, ja
que as formulagbes do presente estudo e de Teixeira-Lemos, et al. (2021)
apresentam em torno de 80% de componentes liquidos, enquanto que na
formulac&o de Abinaya, Sharmila, Priya et al.(2023) este valor ndo chega a 60%.

A coesividade esta associada a capacidade do material a resistir a uma
segunda deformacdo em relagdo a resisténcia apresentada sob a primeira
deformacgdo (Texture Technologies, 2024). As amostras analisadas apresentaram
valores de coesividade acima de 0,80 indicando pouca mudancga de forma apos o
primeiro ciclo de compressao. Os valores obtidos se assemelham ao intervalo de
0,87 a 0,89 relatado por Yusof et al. (2019) para gummies de lichia com gelatina.

Elasticidade é a capacidade do produto de se recuperar fisicamente apds ser
submetido a uma deformacdo, sendo inversamente proporcional a dureza
(MARINGKA et al., 2024). A partir dos valores expressos no Quadro 13, pode-se
assumir que a elasticidade das amostras se manteve constante ao longo do periodo
de analise, apresentando valores iguais estatisticamente (P<0,05), e que estas
apresentam boa elasticidade, ja que apds a primeira compressdao, as amostras
recuperam quase 100% de sua estrutura inicial.

O produto da dureza, da coesividade e da elasticidade corresponde a
mastigabilidade, ou seja, a for¢a necessaria na mastigagdo para quebrar o alimento
antes de engolir (YUSOF et al., 2019). Analisando os valores de mastigabilidade
obtidos no Quadro 12, nota-se que estes apresentam baixa estabilidade,
apresentando diferengas significativas (P<0,05), a qual €& decorrente das
variabilidades do atributo de dureza.

Por fim, a adesividade representa o trabalho necessario para separar o

alimento do probe de compressao, em termos populares, € uma forma de quantificar
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quao pegajoso o produto & (STEFFE,1992). Observou-se que os valores de
adesividade obtidos sdao da ordem centesimal, indicando que as amostras nao
grudam facilmente no probe de compressao, o que é bastante interessante do ponto
de vista comercial, ja4 que espera-se que o0 gummy nao mele a mao do consumidor
pois isso poderia gerar incbmodo.

Embora os valores da maioria dos parametros nao tenham apresentado
linearidade, acredita-se que a baixa estabilidade no restante dos dias pode estar
relacionada com a variabilidade dos formatos das amostras, conforme identificado
na analise visual, além da configuracao interna dos gummies e da quantidade de ar
dentro dela, ja que as balas mastigaveis ndo séo totalmente macigas (apresentam

preenchimento de 80%).

6. CONCLUSOES

A formulagao de bala mastigavel com gelatina, pectina e amido de milho se
mostrou adequada para a impressao 3D e para fortificacdo com vitex. Nos ensaios
de reologia, identificou-se que essa formulagédo a 37 °C apresentou baixa resisténcia
ao escoamento e rapida recuperagao da viscosidade original com mudancas bruscas
na taxa de cisalhamento, caracteristicas essenciais para tintas de impressao 3D.

A microencapsulagdo dos bioativos do vitex por meio da técnica de spray-
drying garantiu retencdo de cerca de 94% dos compostos fendlicos presentes no
extrato liquido do vitex e preservou cerca de 50% desse teor ao longo de 28 dias de
analise. Ademais, durante esse periodo obteve-se baixos valores de umidade (7,09-
10,30%) e atividade de &gua (0,19-0,45) que preveniram proliferacdo de
microorganismos e aglomeragao de particulas, importantes para integridade fisica do
produto.

A produgédo das balas mastigaveis por impressao 3D teve 6tima performance,
resultando em gummies estruturalmente estaveis e de aparéncia atrativa e apetitosa,
os quais puderam ser fortificados com vitex 1%m/m. As balas mastigaveis
fortificadas apresentaram sinérese nula e atividade de agua e umidade praticamente
constantes ao longo de 28 dias, indicando estabilidade. Ademais, nesse mesmo
intervalo de tempo, os gummies preservaram 80% do teor de compostos fendlicos

garantindo um tempo de meia-vida de 86,6 dias ao produto.
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No periodo de analise de estabilidade, as balas mastigaveis também
mantiveram sua aparéncia e textura caracteristicas. Em relacdo a textura, foram
examinados os parametros de dureza, coesividade, elasticidade, mastigabilidade e
adesividade que se mostraram em concordancia com os valores encontrados na
literatura. Em particular, destaca-se os altos valores de elasticidade encontrada ao
longo dos dias e os baixos valores de adesividade de ordem centesimal que
caracterizam, respectivamente, a recuperagao da estrutura do gummie apds ser
submetido a uma forga e 0 aspecto ndo-pegajoso deste que eram esperados para o
produto.

Portanto, foi possivel produzir uma formulagao apropriada para impressao 3D,
capaz de ser fortificada e que apresentasse boa estabilidade fisica apds a producéo.
Também foi possivel extrair compostos fendlicos do Vitex agnus-castus, encapsula-
los e aplica-los como ingrediente funcional em gummies para atenuar sintomas da

sindrome pré-menstual.
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