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RESUMO

Mazuco, Renata Alves M.Sc, Universidade Vila Velha-ES, maio de 2015.
Avaliacdo da estabilidade quimica dos constituintes bioativos do fruto do
palmiteiro jucara (Euterpe edulis Martius) apds microencapsulacao.
Orientadora: Denise Coutinho Endringer.

A palmeira jucara (Euterpe edulis Martius) € nativa da Mata Atlantica, seu fruto
fornece uma polpa de cor violeta intensa quando maduro. Essa coloracéo esta
associada a presenca de antocianinas, que, sdo pigmentos naturais de baixa
estabilidade, sofrendo degradacdo frente a fatores como luz, oxigénio e
temperatura. A microencapsulacdo é uma técnica que pode fornecer uma
protecdo a esses compostos envolvendo-os com uma parede de polimeros.
Esse trabalho teve por objetivo avaliar a eficdcia da microencapsulacdo por
spray-dryer e liofilizacdo, com maltodextrina (DE 16,5-19,5) e goma arabica,
em diferentes proporc¢des, na preservacao de antocianinas de frutos de jucara.
A andlise da eficiéncia do processo foi realizada por meio da quantificacdo de
antocianinas nas microparticulas produzidas, andlises calorimetria de varredura
diferencial (DSC), termogravimetria (TGA), espectroscopia de infravermelho
(IV) e andlise da morfologia das particulas formadas por microscopia eletrénica
de varredura (MEV). As microparticulas formadas preservaram o teor de
antocianinas em até 83,69%, empregando-se como material de parede,
maltodextrina e goma arabica na propor¢cdo 1:1, em misturas de polpa e
material de parede nas proporcdes 2:3 e 2:1. As analises térmicas indicaram o
comportamento das microparticulas frente ao aumento da temperatura, sendo
gue as obtidas por liofilizagdo na proporgéo 2:3 mostraram-se maior resisténcia
a degradacdo com o aumento da temperatura. Nos espectros obtidos por IV
evidenciou-se a incorporacdo da polpa nas formulagbes. As microparticulas
obtidas por liofilizacdo apresentaram formato de flocos com tamanhos diversos
e as obtidas por spray-dryer, formato esférico. Portanto, foi possivel a
guantificacdo e a microencapsulacéo do teor de antocianinas presente na polpa
da fruta jucara, indicando a microencapsulacdo como uma alternativa para uma
melhor estabilidade das antocianinas presentes nesse fruto.

Palavras-chave: jucara, Euterpe edulis, antocianinas, microencapsulacao,
spray-dryer, liofilizag&o.



ABSTRACT

Mazuco, Renata Alves MSc, Universidade Vila Velha-ES, maio de 2015.
Evaluation of the chemical stability of the bioactive constituents do fruit
palmiteiro jucara Do ( Euterpe edulis Martius ) after microencapsulation.
Orientadora: Denise Coutinho Endringer.

Jucara palm (Euterpe edulis Martius), native from Atlantic Forest, produces a
fruit which provides an intense violet pulp. This color is associated with the
presence of anthocyanins. These substances are natural pigments of low
stability, suffering due to the degradation factors such as light, oxygen and
temperature. Microencapsulation is a promising technique that can provide
protection to these compounds. This study aimed to evaluate the effectiveness
of microencapsulation by spray-dryer and freeze-drying, with maltodextrina (DE
16,5-19,5) and gum arabic, on the retention of anthocyanin of jucara pulp. The
efficiency process analysis was performed by the quantification of anthocyanins
in microparticles formed, analysis differential scanning calorimetry (DSC),
thermogravimetry (TGA), infrared spectroscopy (IR) and analysis of the
morphology of the particles by scanning electron microscopy (MEV). The
formed microparticles preserved the anthocyanin content up to 83.69%, being
used as wall material, maltodextrin and gum arabic in a 1: 1 mixture, pulp and
wall material, in proportions of 2:3 and 2:1. The thermal analysis demonstrated
that microparticles obtained by lyophilization in 2: 3 ratio showed a higher
resistance to degradation with increasing temperature. In the spectra obtained
by IR showed the incorporation of the pulp in the formulations. The
microparticles obtained by lyophilization format with flakes had various sizes
and those obtained by spray-dryer, spherical shape. Therefore, quantization
and microencapsulation of anthocyanins present in the fruit pulp jucara was
possible, indicating the microencapsulation as an alternative to the stability of
anthocyanins present in this fruit.

Keywords: jucara, Euterpe edulis, anthocyanins, microencapsulation, spray-
dryer, freeze drying.
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Microencapsulacao de polpa de fruto do palmiteiro jucara (Euterpe edulis
Martius)

Renata Alves Mazuco?®, Priscylla Cardoso?, Rodrigo Scherer®, Ferndo Castro
Braga®, Raquel Oliveira Castilho®, André Faraco®, José Aires Ventura®, Jairo
Oliveira%, Marco C. C. Guimaraes®, Denise Coutinho Endinger®*

* Corresponding author

4 Universidade Vila Velha — ES

® Faculdade de Farmécia/Universidade Federal de Minas Gerais — UFMG
“Instituto Capixada de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensao Rural, ES

dLaboratério Ultraestrutura Celular Carlos Alberto Redins/Universidade Federal
do Esirito Santo - UFES

Resumo

A palmeira jucara (Euterpe Edulis Martius) é nativa da Mata Atlantica, seu fruto
fornece uma polpa de cor violeta intensa quando maduro e essa cor esta
associada a presenca de antocianinas. Estas substancias sao pigmentos
naturais de baixa estabilidade, sofrendo degradacgéao frente a fatores como luz,
oxigénio e temperatura. A microencapsulacdo € uma técnica promissora que
pode fornecer uma protecdo a esses compostos envolvendo-os com uma
parede de polimeros. Esse trabalho teve por objetivo avaliar a eficacia da
microencapsulagcéo por spray-dryer e liofilizacdo, com maltodextrina (DE 16,5-
19,5) e goma arabica, em diferentes propor¢cdes na preservacdo de
antocianinas de frutos de jucara. A analise da eficiéncia do processo foi
realizada por meio da quantificacdo de antocianinas nas microparticulas
produzidas, andlises calorimetria de varredura diferencial (DSC),
termogravimetria (TGA), espectroscopia de infravermelho (IV) e analise da

morfologia das particulas formadas por microscopia eletronica de varredura
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(MEV). As microparticulas formadas preservaram o teor de antocianinas em até
83,69%, empregando-se como material de parede, maltodextrina e goma
arabica na proporcdo 1:1, em misturas de polpa e material de parede nas
proporcdes 2:3 e 2:1. As anadlises térmicas indicaram o0 comportamento das
particulas frente ao aumento da temperatura, sendo que as microparticulas
obtidas por liofilizacdo na proporcéo 2:3 mostraram-se com maior resisténcia a
degradacdo com o aumento da temperatura. Nos espectros obtidos por IV
evidenciou-se a incorporacdo da polpa nas formulacdes. As microparticulas
obtidas por liofilizacdo apresentaram formato de flocos com tamanhos diversos
e as obtidas por spray-dryer, formato esférico. Portanto, foi possivel a
quantificacdo e a microencapsulacdo do teor de antocianinas presente na polpa
da fruta jucara, indicando a microencapsulacdo como uma alternativa para uma

melhor estabilidade das antocianinas presentes nesse fruto.

Palavras-chave: jucara, Euterpe edulis, antocianinas, microencapsulacao,

spray-dryer, liofilizac&o.

12



Food and Bioprocess Technology
INTRODUCAO

As frutas tropicais sdo produtos naturais conhecidos por possuirem bons
valores nutricionais, devido a presenca de vitaminas, minerais e compostos
biologicos, dentre esses, 0s antioxidantes naturais chamam a atencao por
prevenirem doencas crénicas como o cancer e doencas cardiovasculares, que
estdo associadas ao estresse oxidativo (Borges et al. 2011a; Rufino et al. 2011;
Murillo et al 2013; Silva et al. 2013).

A palmeira jucara (Euterpe edulis Martius) pertence a familia Arecaceae e ao
género Euterpe, € nativa da Mata Atlantica, possui ampla distribuicdo na costa
brasileira sendo encontrada desde parte do sul da Bahia até o norte do Rio
Grande do Sul (Reis et al. 2000; Rauup et al. 2009). O fruto jucara, também
conhecido como jucai (Ribeiro et al. 2011), possui formato redondo, cor violeta
intensa quando maduro e possui semelhancas sensoriais e nutritivas ao do
fruto acai (Euterpe oleracea Martius) nativo da regido Amazonica, porém, seu
consumo é menos comum do que este Ultimo. O alto consumo do palmito
jucara colocou a espécie na lista de espécies ameacadas de extin¢do. Por essa
razdo, programas de manejo sustentdvel estdo sendo aplicados e a
estimulacdo do consumo da polpa tem crescido, visto que, grande parte das
sementes pode ser recolhida apés o despolpamento e sdo usadas para
reflorestamento em areas onde a espécie ja foi extinta (Reis et al. 2000; Britto
et al. 2007; Silva et al. 2013).

A fruta jugara é conhecida por ser fonte de polifendis e antocianinas, sendo
essas Ultimas responsaveis pela pigmentacdo nas tonalidades vermelho,

violeta e azul em frutas, vegetais e flores. Além disso, ambos sdo considerados
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antioxidantes naturais e seu consumo esta associado a beneficios da saude
(Brito et al. 2007; Borges et al. 2011; Bicudo et al. 2014).

Trabalhos anteriores relatam a presenca de cianidina 3-O-glicosideo como
antocianina majoritaria, além de outras em menor quantidade, como a
cianidina 3-O-rutinosideo, cianidina 3, 5-diglicosideo, pelargonidina 3-O-
rutinosideo, peonidina 3-O-glicosideo, peonidina 3-O-rutinosideo, cianidina 3-
sambubiosideo e cianidina 3-ramnosideo (Ribeiro et al. 2011; Brito et al. 2007;
Bicudo et al. 2014; Castro et al. 2014).

As antocianinas possuem baixa estabilidade frente a fatores como, incidéncia
de luz, exposicdo ao oxigénio, variacbes de temperatura e pH, podendo
facilmente sofrerem degradacao e perda de suas atividades biologicas, durante
0 processamento e armazenamento (Tonon et al. 2009; Selim et al. 2008). A
microencapsulacdo € um conjunto de técnicas onde compostos séo revestidos
por um agente microencapsulante, qgue em muitos casos sao polimeros,
formando microparticulas. Esse processo oferece protecdo ao que esta sendo
revestido contra fatores que podem |hes causar degradacéo, conferindo-lhes
maior estabilidade (Gharsallaoui et al. 2007; Nazzaro et al. 2012; Silva et al.
2014). O processo de microencapsulacdo tem sido utilizado para a
conservacao de antocianinas, sendo as técnicas de liofilizagdo e spray-drying
as mais utilizadas (Desobry et al. 2007; Laine et al. 2008; Robert et al. 2010;
Ravichandran et al. 2014).

No presente estudo, objetivou-se avaliar se a microencapsulagdo da polpa
jucara, pelas técnicas liofilizagdo e spray-drying, utilizando os polimeros
maltodextrina e goma arabica, seria eficaz na preservacdo do conteudo de

antocianinas da fruta e se esses processos modificaram sua composi¢ao.
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MATERIAIS E METODOS

Reagentes

O padrao cloreto de cianidina-3-glicosideo e a maltodextrina (DE 16,5-19,5)
foram adquiridos da Sigma-Aldrich, USA. O reagente Folin- Ciocalteau e a
goma arabica foram adquiridos da Dindmica Quimica Contemporénea LTDA e
os solventes grau HPLC utlizados, metanol e acetonitrila, da Panreac

Applichem.

Material Vegetal

A polpa do fruto jucara coletado na regido de Rio Novo do Sul, no estado
Espirito Santo, foi fornecida congelada em sacos de polietileno pelo Instituto
Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural (INCAPER), no
més junho de 2014. Parte do material foi liofilizado em liofilizador (Labconco
Freezone® modelo 7752020, EUA), recolhido em recipiente de polietileno com
tampa e armazenado em freezer a -20°C até o momento dos experimentos, 0
restante da polpa in natura foi mantida congelada em freezer até o momento de
seu uso. Uma folha da palmeira onde as frutas foram coletadas foi depositada
no herbario da Universidade Vila Velha (UVV/ES), identificada pela boténica

Solange Zanotti Schneider, MSc e registrada sob o registro UVV ES n°2396.

Composicéao centesimal

A analise do teor de proteinas e lipideos foi conduzida de acordo com
Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2005), pelos métodos de
Kjeldahl e de Goldfish, respectivamente. A determinacdo do teor de cinzas e

umidade foram realizadas segundo as orientacdes da Organizacdo Mundial de
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Saude (WHO, 1998). O valor para carboidratos totais foi calculado por
diferenca. Os valores de todos os componentes foram expressos em g/100g de

polpa fresca.

Quantificacdo de polifendis totais

A quantificacdo dos polifendis totais da polpa foi realizada usando a reagéo de
Folin-Ciocalteau, descrita por Souza et al. (2007), com as modificacbes
descritas por Mariani et al. (2013). O A curva de analitica foi preparada com
solucdo do padrdo acido galico (Sigma Aldrich, EUA) (10 a 300 pg/mL). A
quantificacdo dos polifenois totais foi feita utilizando a absorbancia obtida
aplicada na equacdo da reta y= 0,01x + 0,001 com r2= 0,991, obtida na
construcdo da curva analitica. Os resultados foram expressos como mg de
EAG (equivalentes de acido galico) por g de amostra liofilizada. Todas as

analises foram realizadas em triplicata.

Quantificacdo de antocianinas totais monoméricas

O contetdo de antocianinas totais da polpa do fruto jucara e das
microparticulas foi determinado pelo método pH diferencial, utilizando solucdes
de KCI 0,02 M (pH 1) e CH3COONa 0,4 M (pH 4,5), descrito por Giusti e
Wrosltad (2005) em espectrofotometro. A absorbancia final foi calculada
empregando-se a equacado 1 e o teor total de antocianinas pela equagéao 2.
Equacado 1: Absorbéncia final = (A 520 nm — A 700 nm)pH1 — (A 520 nm — A
700 nm) pH4,5

Equacao 2: Teor total de antocianinas = (A x MM x FD x 1000)/(ex1)

16
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Onde A = absorbancia final, MM = 449,2 (massa molecular da cianidina 3-
glicosideo C3G), FD = fator de diluicdo, 1000 = conversdo de gramas para
miligramas, 1 = comprimento do caminho Optico em centimetros e € = 26900
(absortividade molar da cianidina-3-glicosideo) e o resultado expresso em mg

C3G/100g de polpa liofilizada.

Processamento das microparticulas

O preparo das microparticulas obtidas por liofilizacdo seguiu a metodologia de
Selim et al. (2008), com modificacbes. Foram preparadas solucbes em meio
aguoso na concentracao de 80 mg/mL de polpa (solucdo acidificada com &cido
citrico até pH 2, para fins de estabilizacdo das antocianinas), maltodextrina e
goma arabica separadamente, sendo o0s dois Ultimos o0s agentes
microencapsulantes (AM). Posteriormente, as solu¢des foram homogeneizadas
por 30 minutos com homogeneizador Fisatom 711 ao abrigo da luz e em
temperatura ambiente, nas proporc¢des volume/volume (v/v) 2:3 e 2:1 de polpa
e AM, respectivamente. Os agentes microencapsulantes foram previamente
misturados em proporcao 1:1 (v/v). ApGs o preparo das solucdes, o material foi
congelado a -80°C, liofilizado em liofilizador (modelo L101, Liotop LTDA, Sao
Paulo), recolhido e identificado em vidros ambar e mantidos em freezer até o
momento das analises. As microparticulas obtidas nesse processo foram
identificadas como “Liof. 2:3” e “Liof. 2:1”. Também foi preparada, nas mesmas
condi¢cdes, uma amostra designada como “branco”, constituida apenas pelos
agentes microencapsulantes.

Para o preparo das microparticulas utilizando a técnica por spray-dryer, foi

utilizada a metodologia de Tonon et al. (2009) com modificagdes. A proporcao
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de polpa e AM escolhida foi 2:3 massa/massa (m/m) e a homogeneizacao foi
realizada em meio aquoso por 20 minutos, com auxilio de homogeneizador
Fisatom 711, ao abrigo da luz e em temperatura ambiente. Antes da adicdo dos
agentes microencapsulantes a polpa foi centrifugada por 15 minutos a 10000
rpm para a eliminacao de solidos em suspenséao, evitando assim o entupimento
do bico atomizador e posteriormente acidificada também com acido citrico até
pH 2, para fins de estabilizacdo das antocianinas. O spray-dryer utilizado foi o
modelo Buchi 190 mini spray-dryer (Suica), com bico atomizador de 0,7mm. A
temperatura do ar de entrada foi de (126°C+4) e a de saida foi de (89°C+2),
com fluxo de ar de 600 mL/min, pressdo da bomba -50 mbar e vazédo de

alimentacéo de 28 mL/min..

Quantificacdo da cianidina-3-glicosideo por LC-MS/MS

A polpa jucara e as microparticulas foram analisadas em cromatografo liquido
marca Agilent Technologies, modelo 1200 series, com coluna cortecs C18 150
x 4.6mm; 2.7 um (Waters, USA) a temperatura de 35°C, acoplado a detector
de massas do tipo triploquadrupolo marca Applied Biosystems, modelo API
3200. A fonte de ionizacao electrospray (ESI) foi utilizada em modo positivo.

As fases moveis utilizadas consistiram em 0,1% de acido féormico em agua
(solvente A) e 100% de acetonitrila (solvente B) em um fluxo de 0,7 mL/min, e o
volume de injecao foi de 20 pL. Foi usado um gradiente linear de 5% a 80% de
B em 8 minutos, voltando para a condic¢éo inicial (5% de B), permanecendo por
2 minutos na condicao inicial.

A antocianina na amostra foi identificada e quantificada com base no tempo de

retencdo da substéancia e ions monitorados Q1 = 449.1, Q3 = 287.1 e 137.1
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(m/z) na injecdo prévia do padrdo cianidina-3-glucosideo, preparado em
solucdo metanol 50% em agua, para a otimizacdo do equipamento e
construcdo da curva de calibracdo, em uma faixa de concentracdo de 1,25 a
0.078ug/mL.

A polpa jucara foi preparada em etanol 80% acidificado com 0,1% de HCI, com
extracdo em aparelho ultrassom por 20 minutos seguido de filtragem em
seringa acoplada a filtro Chromafil Xtra CA-20/25 com poros de 0,20 pum. As
amostras das microparticulas foram preparadas de maneira semelhante,
porém, usando uma solucdo metanol 50% em agua com 0,1% de &cido
férmico, seguido de 10 minutos de extracdo em aparelho ultrassom e filtragem
no mesmo filtro citado anteriormente. Todos os procedimentos foram realizados

em triplicata.

Perfil de Liberacdo das microparticulas

Foram pesados 150 mg de cada grupo das microparticulas, colocadas em
tubos de ensaio, seguido da adicdo de 30 mL de tampéo fosfato pH 7,4. Em
intervalos pré-determinados (2, 5, 10, 15 e 30 minutos), foram retiradas
aliquotas de volume relativo a 1% do volume total de andlise e adicionadas a
tubos contendo as solucBes para determinacdo do teor de antocianinas
liberado, pelo método pH diferencial descrito por Giusti e Wrosltad (2005) .

Todos os testes foram realizados em triplicatas.

Analise termogravimétrica (TGA) e calorimetria de varredura diferencial (DSC)

As curvas TGA e DSC foram obtidas simultaneamente em termobalanca SDT

Q600 TA Instrumento do Laboratério de Encapsulamento Molecular e
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Biomateriais/LEMB/DQ/UFMG, sob atmosfera dinamica de N;com vazao
aproximada de 50 mL/min™, empregando cadinho de alumina e aquecimento
de 25 a 700°C com uma razdo de aquecimento de 10°C min™. Os dados
obtidos foram analisados no software TA Instruments Universal Analysis 2000.

Foram utilizados aproximadamente 5 mg de cada amostra das microparticulas

e amostra “branco”.

Microscopia eletrdnica de varredura

As amostras foram fixadas em stubs de aluminio por meio de cola dupla face
de carbono condutor onde receberam uma cobertura de ouro (30mA, 120s) em
metalizador (Desk V, Denton Vaccum), para visualizagdo em microscéopio

eletrbnico de varredura (Jeol, JEM 6610 LV) operado a 20 KV.

Espectroscopia de infravermelho

Os espectros no infravermelho foram obtidos em espectofotdbmetro Perkin
Elmer (modelo Spectrum One FT-IR), na regido de 4000-650 cm™, a
temperatura de 25 °C. Os espectros foram adquiridos diretamente para as
amostras: polpa liofilizada, microparticulas e agentes microencapsulantes

(branco), sem emprego de diluicdo em brometo de potassio (KBr).

Analise estatistica
Os dados foram expressos como média = D.P e para analise estatistica foi
realizada ANOVA de 1 via seguido do post hoc de Tukey (p <0,05) em software

GraphPad Prism verséo 5.0.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Composicéao centesimal
A composicao centesimal, expressa em g/100g de polpa fresca, obtida nesse

trabalho, esta apresentada na Tabela 1.

Tabela 1 Composicéo centesimal em g/100g da polpa do fruto jucara
(Euterpe edulis Martius)

Umidade Cinzas Proteinas  Lipideos Carboidratos

89+05 0,002+0,001 6,06+03 0,13+0,02 4,27+0,27

Valores sao médias + desvio padrao de trés repeticbes

A umidade observada para a polpa de jucara no presente trabalho apresenta
valores semelhante aos descritos previamente para polpa de jucara, 88,9
g/100g (Ribeiro et al. 2011), e 86,42 g/100g (Vieira et al. 2013), e para a polpa
do fruto acai, 85,95 g/100g (Tonon et al. 2009). Embora o teor de cinzas totais
previamente relatado para polpa de jucara seja baixo, 0,38 g/100g (Ribeiro et
al. 2011), 0,41 g/100g (Vieira et al. 2013), e 0,44 g/100g (Tonon et al. 2009),
no presente estudo este teor foi nulo (Tabela 1).As proteinas totais
guantificadas no presente estudo estdo em quantidade semelhante as
relatadas por Borges et al. (2011) em polpa de jucara coletada em diferentes
regides do estado de Santa Catarina, cuja variacao foi de 5,84 a 7,13 g/100g e
diferiu dos dados relatados por Vieira et al. (2013) que foi de 1,15 g/100g.

A quantidade de lipideos quantificada no presente estudo apresentou-se menor
do que a anteriormente descrita para a mesma fruta, que foi variou de 3,17% a

4,36% (Ribeiro et al. 2011; Silva et al. 2013).
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O teor de carboidratos totais, quantificados por diferenca (Tabela 1), observado
no presente estudo encontra-se abaixo do previamente relatado para a polpa
de fruto da mesma espécie, 6,27 g/100g (Ribeiro et al. 2011) e 6,75 g/100g
(Silva et al. 2013). As diferencas observadas na composicdo centesimal podem
estar relacionadas ao cultivo em locais com condicBes geograficas e climaticas
diferentes, bem como a outros fatores como estagio de maturacéo do fruto no
momento da colheita, manipulacdo e armazenamento do mesmo, também
podem influenciar em suas caracteristicas quimicas (Luzia e Jorge 2014;

Bicudo et al. 2014).

Quantificacado de polifendis totais

Os polifendis referem-se a uma denominacdo de metabdlitos secundarios
presentes em diversos vegetais, sdo conhecidos por apresentarem diversas
atividades, como acado anti-inflamatoria, antioxidante e antimicrobiana (Fang e
Bhandari, 2010). O total de polifendis quantificados na polpa da fruta em estudo
foi de 750 + 16,7 mg EAG/100g de amostra liofilizada. Em trabalho com o fruto
jucara, Borges et al. (2011b) descreveram valores variando entre 303,63 a
806,37 mg EAG/100g material fresco, em funcéo da aplicacdo de variaveis no
processo de preparacdo das amostras do fruto jucara para o experimento.
Bicudo et al. (2014) quantificaram polifendis totais em fruto jucara colhido em
diferentes fases de maturagao, encontrando valores que variaram entre 49,09 e
81,69 mg EAG/g matéria seca. Pode-se observar que o valor descrito no
presente estudo, foi superior ao previamente descrito para jugara, indicando ser
a espécie coletada no ES uma potencial espécie para ser selecionada para

propagacéao.
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Quantificagdo da cianidina-3-glicosideo por LC-MS/MS

A identificacdo e quantificacdo da antocianina majoritaria na polpa jucara foi
realizada por LC-MS/MS, com monitoramento mdultiplo de reacbes (MRM)
utilizado em modo positivo. O espectro foi monitorado empregando-se a
avaliacdo do pico principal correspondente a cianidina 3-glicosideo no tempo
retencdo TR = 4,91 min, semelhante ao tempo de retencdo da obtido para
substancia padrao de 5,05 min. A curva de calibracéo foi obtida com rz 0,9981
e limites de deteccdo e quantificacdo de 0,0064 e 0,019 pg/mL,
respectivamente. A massas do ion moleular [M + H]" monitorado foi de 449
(m/z). O fragmento 287 (m/z) foi gerado devido a fragmentacdo da molécula,
com perda do glicosideo (glicose) de massa 162 (m/z) e o fragmento com
massa 137 (m/z) para confirmagdo, corroborando com estudos prévios que
trabalharam com a identificacdo da antocianina em questdo por HPLC
acoplado a espectrometria de massas (Ferreira et al. 2009; Osorio et al. 2010;
Torre et al. 2013; Shao et al. 2014).

O resultado da quantificacdo da antocianina cianidina-3-glucosideo realizada
por LC-MS/MS nas microparticulas e na polpa esta representado na Figura 1,
os valores estdo expressos em mg de C3G por 100g de polpa liofilizada. Os
valores (média * desvio padrao de triplicatas) obtidos foram 32,1+0,1 mg/100g
(S.D 2:3), 41,5+£1,6 mg/100g (Liof. 2:3) e 40,2+1,8 mg/100g (Liof. 2:1) e para a
polpa foi de 196,6+2,6 mg/100g. A eficiéncia da preservacédo das antocianinas
em relagcdo a quantidade presente na polpa foi de 16,3%, 21,1% e 20,5%, para
as microparticulas S.D 2:3, Liof. 2:3 Liof. 2:1, respectivamente. Esta
preservacdo foi diferente (p<0,05) entre as trés formulagbes, sendo que nas

condicdes aplicadas, a melhor preservacdo ocorreu nas microparticulas
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produzidas por liofilizacdo na proporcdo polpa e material de parede 2:3. A
reducdo do teor de cianidina 3-O-glicosideo nas microparticulas observada na
quantificacdo por cromatografia pode ser justificada pelo tratamento realizado
nas amostras antes de serem injetadas, onde houve a realizacdo de extracao
em aparelho ultrassom com agua aquecida (45 °C), filtragem do material, a
amostra também ficou exposta a luz e ao oxigénio durante esses
procedimentos, até o momento da injecdo. As antocianinas Sdo compostos
conhecidos por sua instabilidade frente a esses fatores (Wang e Xu, 2007;

Burin et al. 2011).
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Fig. 1 Quantificacdo da cianidina 3-glicosideo por LC-MS/MS. Liof. 2:3 e
2:1 (microparticulas obtidas por liofilizacdo) S.D. 2:3(microparticulas
obtidas por spray-dryer) Letras diferentes denotam diferencas (p<0,05)
entre as microparticulas e a polpa pelo teste de Tukey.
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Quantificagdo de antocianinas totais monoméricas

O teor total de antocianinas monoméricas quantificado pelo método pH
diferencial e no presente estudo foi de 181,25 + 5,36 mg/100 g, ndo sendo
observado diferenca entre o teor de antocianinas determinado por LC-MS/MS.
Esse valor estd de acordo com o encontrado para o fruto do agai (Euterpe
oleracea) cultivado no Ceard, 111 mg/100g e para a jucara cultivado em S&o
Paulo, 192 mg/100g (Rufino et al. 2010). Outros estudos também relataram
teores de antocianinas proximos a faixa de concentracdo observada no
presente estudo, como no caso do fruto do palmiteiro Euterpe edulius Martius,
nativos de diferentes locais, e que apresentou teores de antocianinas de 183,7
mg/100g material fresco oriundo do Rio de Janeiro (Ribeiro et al. 2011), 165,94
mg/100g material fresco nativo de Santa Catarina (Borges et al. 2011b),
108,97mg/100g material seco vindo do Parana (Bicudo et al. 2014) e 290
mg/100g material fresco oriundo de Sao Paulo (Brito et al. 2007).

A quantidade total de antocianinas que foi preservada nas microparticulas,
expressa em mg de antocianinas monomeéricas por 100g de polpa seca e a
eficiéncia da microencapsulacdo, expressa em percentagem, calculada
baseando-se na quantidade total de antocianinas na polpa microencapsulada
em relacdo a presente na polpa de jucara em base seca, podem ser

visualizadas na Tabela 2.
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Tabela 2 Total de antocianinas na polpa,
microparticulas e eficiéncia do processo,
guantificadas pelo método pH diferencial.

Amostra mg/100g %
Polpa 181,2545,36° 100%
Liof. 2:1 116,89 + 4,43° 64,06%
Liof. 2:3 151,68 +1,39° 83,69%
S.D. 23 150,76 + 5,79° 83,18%

Valores sdo médias = desvio padrao de trés
repeticdes. ° Letras sobrescritas diferentes
denotam diferencas significativas (p<0,05)
entre as microparticulas e a polpa pelo teste
de Tukey.

As microparticulas produzidas na proporcdo 2:3 (polpa:material de parede),
tanto por liofilizacdo quanto por spray-drying apresentaram maior retencédo do
teor das antocianinas do que as produzidas na propor¢ao 2:1, onde foi usada
uma menor quantidade de material de parede. Esse fato ratifica a importancia e
eficacia da utilizacdo dos polimeros em quantidades adequadas como material
microencapsulante e para o seu papel protetor de compostos.

A eficiéncia do processo de microencapsulacdo obtida nesse trabalho foi
superior a obtida por Laine et al. (2008) na microencapsulacdo do extrato de
amora silvestre (Rubus chamaemorus), na proporcao 1:9, onde obtiveram 79 e
48% utilizando maltodextrina DE 5-8 e DE 18.5, respectivamente.

De acordo com os valores apresentados neste trabalho, podemos observar que
a microencapsulacdo foi uma técnica eficaz para evitar a total perda do teor de
antocianinas, que s&o compostos que podem sofrer alteragcbes na sua
estabilidade devido a alteragBes temperatura, pH, exposicdo ao oxigénio e a

luz (Wang e Xu. 2007; Burin, et al. 2011).
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A promocédo da estabilidade das antocianinas vem sendo estudada e a
microencapsulacdo se mostra como uma opc¢ao para a sua preservacao (Fang
e Bhandari 2010). A liofilizacgdo e o spray-drying sao técnicas de
microencapsulacdo amplamente empregadas para a preservacdo desses e
outros compostos bioativos, apesar de possuirem mecanismos diferentes,
ambas sao eficazes oferecendo protecdo contra a degradacdo desses
compostos (Robert et al. 2010; Nazzaro et al. 2012; Ezhilarasi et al. 2013;
Sarkar et al. 2013; Ravichandran et al. 2014).

Em trabalho com a microencapsulacdo do suco de acai (Euterpe oleraceae
Martius), valores em torno de 77,21% a 84,62% foram encontrados para a
retencdo de antocianinas usando maltodextrina 10 DE. A variacdo da retencao
ocorreu em funcdo das mudancas de temperaturas aplicadas no aparelho
spray-dryer e diferentes concentracdes de maltodextrina empregadas, mas 0s
pesquisadores concluiram que apenas a temperatura do ar de secagem
influenciou na retencéo das antocianinas (Tonon et al. 2009).

Em estudo da estabilidade de compostos fendlicos e atividade antioxidante de
vinho tinto, Galmarini et al. (2013) empregaram a microencapsulacdo pela
técnica de liofiizacdo, com a maltodextrina 10 DE como agente
microencapsulante. Em sua avaliacdo sobre a preservacdo das antocianinas
monomeéricas, foram quantificados 59,3 mg/100g de antocianinas na amostra
microencapsulada, que permaneceu estavel por 70 dias a 28°C. Yousefi et al.
(2010) estudaram a microencapsulacdo do suco de roma& com goma arabica,
maltodextrina e amido modificado, sendo que os melhores resultados foram

obtidos com a goma arabica e com a maltodextrina.
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A maltodextrina e a goma arabica sédo polissacarideos muito usados na
microencapsulacédo (Barbosa, et al. 2005). A associacao desses dois agentes
microencapsulantes ja foi tema em estudo da estabilidade de extrato de
betalainas, um pigmento com baixa estabilidade, assim como as antocianinas
(Ravichandran et al. 2014.). No referido estudo, foi observado que a mistura da
maltodextrina DE 20 com a goma ardbica foi mais eficaz na conservacao do
teor de betalainas do que a maltodextrina sozinha e que a microencapsulacao
pela técnica de liofilizacdo pode ser mais segura do que a técnica realizada em
spray-dryer, para compostos bioativos que sdo sensiveis ao calor, uma vez
que, o processo de liofilizacao é realizado sob baixas temperaturas e durante o
spray-drying o material é exposto a altas temperaturas, porém, a
microencapsulacédo via spray-drying é uma técnica com menor custo e mais

rapida do que via liofilizacdo (Desobry et al. 1997., Ravichandran et al. 2014.).

Perfil de Liberacdo das microparticulas

A liberacdo de ativos microencapsulados pode ser afetada por alguns fatores
como o peso do molecular do polimero usado como matriz encapsulante,
composicdo dos ativos, porosidade, tamanho das particulas formadas. Porém,
o perfil de liberac&o pode ser otimizado através de mudancas nas propriedades
fisicas e quimicas das formulacbes e do meio onde as particulas serdo
inseridas, a fim de alcancar o perfil (Freiberg e Zhu 2004).

A liberacdo do conteudo das microparticulas esta representada na Figura 2,
onde estdo relacionados a concentracdo de antocianinas em mg/100g de polpa
liofilizada liberada, em funcdo do tempo . O total 35,8% do contetudo foram

liberados pelas microparticulas Liof. 2:3 e S.D 2:3 e 18,12% pelas
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microparticulas Liof. 2:1, considerando a quantidade de antocianinas presente
em 100g de polpa liofilizada. A liberagdo do conteudo foi crescente até os
primeiros 10 minutos, depois ocorreu a reducéo do teor liberado .

As antocianinas sdo mais estaveis em meios acidos pH<3, onde permanecem
na forma de cétion flavilio e com o aumento do pH elas tendem a degradacao
(Clifford 2000; Betz et al. 2012), sendo assim, pode-se afirmar que em solucéo
em pH 7,4 as microparticulas foram inseridas, nao foi um meio favoravel para
a liberacédo e estabilidade das antocianinas, contudo, deve-se considerar que
nao foi realizado um procedimento de extracdo das microparticulas, pois foram
diretamente adicionadas a solugcdo PBS, assim pode-se sugerir que a
quantidade quantificada foi apenas a presente na superficie do complexo
formado e que provavelmente seu conteudo interno ndo foi liberado para

quantificacao.
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Fig. 2 Perfil de liberagcdo do conteddo das microparticulas. **Diferencas
significativas (p<0,05). Liof. 2:3 e 2:1 (microparticulas obtidas por liofilizag&o)
S.D. 2:3(microparticulas obtidas por spray-dryer)
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Andalise termogravimétrica (TGA) e calorimetria de varredura diferencial (DSC)
Para avaliar as mudancas fisico-quimicas das microparticulas, pelo efeito da
temperatura, as mesmas foram submetidas a analise termogravimétrica (TGA)
e calorimetria exploratéria diferencial (DSC — do inglés “Differential Scanning
Calorimetry”), onde s&o analisados a perda de massa e a variacdo da
temperatura da amostra (Bernal et al. 2002; Dubernet 1995).

Na Figura 3, sdo apresentadas as imagens dos termogramas obtidos paras as
microparticulas (a) Liof. 2:1e (b) S.D 2:3. Na figura 4 estédo os termogramas das
amostras (a) Liof 2:3 e para (b) branco composto de MD e GA na proporcéo
1:1. As amostras de propor¢cdo 2:3 apresentaram comportamentos
semelhantes. De acordo com as analises, ndo ocorreu atividade térmica até
30°C para as quatro amostras, e entre 30 e 180°C houve perda de massa de
12% (Liof. 2:1), 10% (S.D 2:3), 7% (Liof. 2:3) e 10% (branco). Essa perda pode
ser atribuida a evaporacdo de agua presente no interior e exterior das
particulas além de compostos volateis, um pico endotérmico, obtido pela
analise térmica diferencial, pode ser observado nessa regido em todas as
imagens. As reducbes de massas mais acentuadas ocorreram
aproximadamente entre 180 e 250°C, onde as amostras Liof. 2:1, S.D 2:3 e
Liof. 2:3 sofreram perdas de mais 35%, 16% e 10%, respectivamente. Essa
perda acentuada pode ser atribuida, ao inicio da degradacdo dos
componentes, ao ponto de fusdo da maltodextrina e goma arabica que ocorrem
em torno de 240 e 250°C, com posterior degradagdo dos polimeros. Picos
endotérmicos, embora ndo muito acentuados e com alargamento causado pela

mistura da maltodextrina com goma arabica, podem ser observados nessa
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regido das imagens das amostras microencapsuladas e do branco,

comprovando nossa sugestéo (Osorio et al. 2011; 2010b; Monthé e Rao 2000).
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Fig. 3 Termogramas das amostras Liof. 2:1 (microparticulas obtidas por
liofilizacdo) (a) e S.D 2:3 (microparticulas obtidas por spray-dryer) (b), obtidos
simultaneamente por analise termogravimétrica (TGA) e calorimetria de
varredura diferencial (DSC).
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Fig. 4 Termogramas das amostras Liof. 2:3 (microparticulas obtidas por
liofilizacdo) (a) e branco (b), obtidos simultaneamente por analise
termogravimétrica (TGA) e calorimetria de varredura diferencial (DSC).
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Microscopia eletronica de varredura

A caracterizacdo morfolégica das amostras foi realizada por meio de
microscopia eletrbnica de varredura. As imagens obtidas para as
microparticulas, figuras 5 (A, B, C e D), produzidas pelo processo de liofilizacao
nao apresentaram diferencas entre si, para ambas foram observadas estruturas
amorfas, semelhantes a flocos com tamanhos diversificados, provavelmente
devido a trituracdo realizada apds o preparo. Esse aspecto € bastante comum
para microparticulas obtidas por liofilizacdo, tendo sido observado em outros
estudos semelhantes a esse trabalho, onde microparticulas foram produzidas
por esse mesmo processo de microencapsulacéo (Laine et al. 2008; Ezhilarasi
et al. 2013; Khazaei et al. 2014).

A morfologia das microparticulas obtidas por spray-dryer, figuras 5 (E e F),
evidencia formatos esféricos irregulares, com superficie lisa, 0 mesmo
observado para microcapsulas produzidas por spray-dryer utilizando
maltodextrina e goma arabica (Yousefi et al. 2011; Robert et al. 2010).
Particulas com superficies menos porosas sdo mais desejaveis, pois conferem
melhor estabilidade e protecdo ao agente microencapsulado bem como, um

melhor controle de sua liberacdo (Osorio et al. 2010).
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Fig. 5 Microscopia eletronica de varredura: microparticulas liofilizadas 2:1 (a —
b), Liof. 2:3 (c — d) e microparticulas obtidas por spray-dryer 2:3 (e —f).
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Espectroscopia de infravermelho

A andlise espectrométrica no infravermelho foi aplicada para avaliar se os
processos de microencapsulacao promoveram interacoes e alteracdes entre 0s
compostos presentes nas microparticulas os espectros podem ser observados
na Figura 6 (a e b).

As caracteristicas das bandas de absorcdo da polpa jucara pura foram
preservadas nas microparticulas sem consideraveis mudancas, sugerindo que
nenhuma reacdo evidente ocorreu entre o material de parede e a mesma,
assim pode-se inferir que o polimero preservou a maior parte da integridade da
composicao da polpa apés a microencapsulacédo. A intensificacdo de banda em
torno de 1700 cm™, atribuida ao estiramento de cromdforo carbonila,
proveniente de um dos componentes da polpa jucara, também foi observada
nos espectros das microparticulas, sugerindo que a polpa foi incorporada as
particulas. Observacdes similares foram relatadas por Costa et al. (2013) em
andlise de nanoparticulas contendo fracdo de barbatimdo (Stryphnodendron
obovatum) e por Costa et al. (2015) em analise de microparticulas contendo
acido linoleico conjugado, ambas produzidas por spray-drying, onde o0s
produtos foram incorporados aos polimeros utilizados, de maneira efetiva e
sem reacdo efetiva entre eles, comprovando que esse método de
microencapsulacdo é um processo fisico e n procedimento de preparo das

particulas, ndo altera a estrutura quimica das substadncias que sao

microencapsuladas.
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Fig. 6 a Espectro Infravermelho obtido para: goma ardbica (1),
maltodextrina (2), polpa jucara liofilizada (3) e microparticulas S.D 2:3 (4).
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Fig. 6 b Espectro Infravermelho obtido para: goma arabica (1), maltodextrina
(2), microparticulas Liof. 2:3(3), microparticulas Liof. 2:1 (4) e polpa liofilizada

(5).
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CONCLUSAO

Nas condi¢cdes aplicadas, a proporcédo de polpa e material de parede 2:3 das
microparticulas obtidas por spray-dryer e liofilizagéo, conferiu maior retencdo
do conteddo de antocianinas em relacdo as microparticulas produzidas na
proporcao 2:1, sugerindo que a quantidade de material microencapsulante &
uma variavel que influencia de maneira significativa o resultado final do
produto. Pode-se sugerir que a microencapsulacdo é uma alternativa para a
preservacdo das antocianinas do fruto do palmiteiro jucara (Euterpe edulis
Martius), podendo viabilizar uma utilizacdo otimizada da sua polpa nas
indastrias farmacéuticas, alimenticias e cosméticas, com uma melhor

preservagao das suas propriedades.
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APENDICES

Espectros obtidos por Infravermelho:

Maltdexrina

Goma Arabica

Polpa Jucara
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Fig 1. Espectros obtidos por Infravermelho para maltodexrina, goma arébica,
polpa de jucara liofilizada e microparticulas obtidas por spray-dryer na
proporgéo 2:3 (SD 2:3)
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Liof. 2:1
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Liofilizada
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Fig 2. Espectros obtidos por Infravermelho para microparticulas obtidas por

liofilizagc&o na proporgéo 2:1 (liof. 2:1) e polpa liofilizada.
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Fig 3. Espectros obtidos por Infravermelho para microparticulas obtidas por
liofilizac&o na proporgéo 2:3 (liof. 2:3) e polpa liofilizada.
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XIC of +VRM (2 pairs): 449.1/287.1 Da ID. Gianidinal from Sample 1 (Pd_0.01007) of DataSET13.wiff (Turbo Spray)
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Fig 4. Cromatograma obtido em HPLC LC-MS/MS com a inje¢cdo de uma
solucéo preparada com o padrao cianidina 3 — glicosideo adicionado a solucao

polpa jucara.
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figure files with "Fig" and the figure number, e.g., Figl.eps. Line Art 5/4/2015
Food and Bioprocess Technology incl. option to publish open access
http://www.springer.com/food+science/journal/11947?print_view=true&detailsPa
ge=pltci_2429491 6/15 Definition: Black and white graphic with no shading. Do
not use faint lines and/or lettering and check that all lines and lettering within the
figures are legible at final size. All lines should be at least 0.1 mm (0.3 pt) wide.
Scanned line drawings and line drawings in bitmap format should have a
minimum resolution of 1200 dpi. Vector graphics containing fonts must have the
fonts embedded in the files. Halftone Art Definition: Photographs, drawings, or
paintings with fine shading, etc. If any magnification is used in the photographs,
indicate this by using scale bars within the figures themselves. Halftones should
have a minimum resolution of 300 dpi. 5/4/2015 Food and Bioprocess
Technology incl. option to publish open access
http://www.springer.com/food+science/journal/11947?print_view=true&detailsPa
ge=pltci_2429491 7/15 Combination Art Definition: a combination of halftone
and line art, e.g., halftones containing line drawing, extensive lettering, color
diagrams, etc. Combination artwork should have a minimum resolution of 600
dpi. Color Art Color art is free of charge for online publication. If black and white
will be shown in the print version, make sure that the main information will still
be visible. Many colors are not distinguishable from one another when
converted to black and white. A simple way to check this is to make a
xerographic copy to see if the necessary distinctions between the different
colors are still apparent. If the figures will be printed in black and white, do not
refer to color in the captions. Color illustrations should be submitted as RGB (8
bits per channel). Figure Lettering To add lettering, it is best to use Helvetica or
Arial (sans serif fonts). Keep lettering consistently sized throughout your final-
sized artwork, usually about 2—3 mm (8-12 pt). Variance of type size within an
illustration should be minimal, e.g., do not use 8pt type on an axis and 20pt type

for the axis label. Avoid effects such as shading, outline letters, etc. Do not
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include titles or captions within your illustrations. Figure Numbering All figures
are to be numbered using Arabic numerals. 5/4/2015 Food and Bioprocess
Technology incl. option to publish open access
http://www.springer.com/food+science/journal/11947?print_view=true&detailsPa
ge=pltci_2429491 8/15 Figures should always be cited in text in consecutive
numerical order. Figure parts should be denoted by lowercase letters (a, b, c,
etc.). If an appendix appears in your article and it contains one or more figures,
continue the consecutive numbering of the main text. Do not number the
appendix figures, "Al, A2, A3, etc." Figures in online appendices (Electronic
Supplementary Material) should, however, be numbered separately. Figure
Captions Each figure should have a concise caption describing accurately what
the figure depicts. Include the captions in the text file of the manuscript, not in
the figure file. Figure captions begin with the term Fig. in bold type, followed by
the figure number, also in bold type. No punctuation is to be included after the
number, nor is any punctuation to be placed at the end of the caption. Identify
all elements found in the figure in the figure caption; and use boxes, circles,
etc., as coordinate points in graphs. Identify previously published material by
giving the original source in the form of a reference citation at the end of the
figure caption. Figure Placement and Size When preparing your figures, size
figures to fit in the column width. For most journals the figures should be 39
mm, 84 mm, 129 mm, or 174 mm wide and not higher than 234 mm. For books
and booksized journals, the figures should be 80 mm or 122 mm wide and not
higher than 198 mm. Permissions If you include figures that have already been
published elsewhere, you must obtain permission from the copyright owner(s)
for both the print and online format. Please be aware that some publishers do
not grant electronic rights for free and that Springer will not be able to refund
any costs that may have occurred to receive these permissions. In such cases,
material from other sources should be used. Accessibility In order to give
people of all abilities and disabilities access to the content of your figures,
please make sure that All figures have descriptive captions (blind users could
then use a text to speech software or a text to Braille hardware) Patterns are
used instead of or in addition to colors for conveying information (colorblind
users would then be able to distinguish the visual elements) Any figure lettering

has a contrast ratio of at least 4.5:1
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ELECTRONIC SUPPLEMENTARY MATERIAL Springer accepts electronic
multimedia files (animations, movies, audio, etc.) and other supplementary files
to be published online along with an article or a book chapter. This feature can
add dimension to the author's article, as certain information cannot be printed or
is more 5/4/2015 Food and Bioprocess Technology incl. option to publish open
access

http://www.springer.com/food+science/journal/11947?print_view=true&detailsPa
ge=pltci_2429491 9/15 convenient in electronic form. Submission Supply all
supplementary material in standard file formats. Please include in each file the
following information: article title, journal name, author names; affiliation and e-
mail address of the corresponding author. To accommodate user downloads,
please keep in mind that larger sized files may require very long download
times and that some users may experience other problems during downloading.
Audio, Video, and Animations Always use MPEG1 (.mpg) format. Text and
Presentations Submit your material in PDF format; .doc or .ppt files are not
suitable for long term viability. A collection of figures may also be combined in a
PDF file. Spreadsheets Spread sheets should be converted to PDF if no
interaction with the data is intended. If the readers should be encouraged to
make their own calculations, spreadsheets should be submitted as .xIs files (MS
Excel). Specialized Formats Specialized format such as .pdb (chemical), .wrl
(VRML), .nb (Mathematica notebook), and .tex can also be supplied. Collecting
Multiple Files It is possible to collect multiple files in a .zip or .gz file. Numbering
If supplying any supplementary material, the text must make specific mention of
the material as a citation, similar to that of figures and tables. Refer to the
supplementary files as “Online Resource”, e.g., "... as shown in the animation
(Online Resource 3)", “... additional data are given in Online Resource 4”. Name
the files consecutively, e.g. “ESM_3.mpg”, “ESM_4.pdf’. Captions For each
supplementary material, please supply a concise caption describing the content
of the file. Processing of supplementary files Electronic supplementary material
will be published as received from the author 5/4/2015 Food and Bioprocess
Technology incl. option to publish open access
http://www.springer.com/food+science/journal/11947?print_view=true&detailsPa
ge=pltci_2429491 10/15 without any conversion, editing, or reformatting.

Accessibility In order to give people of all abilities and disabilities access to the
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content of your supplementary files, please make sure that The manuscript
contains a descriptive caption for each supplementary material Video files do
not contain anything that flashes more than three times per second (so that

users prone to seizures caused by such effects are not put at risk)

COMPLIANCE WITH ETHICAL STANDARDS To ensure objectivity and
transparency in research and to ensure that accepted principles of ethical and
professional conduct have been followed, authors should include information
regarding sources of funding, potential conflicts of interest (financial or non-
financial), informed consent if the research involved human participants, and a
statement on welfare of animals if the research involved animals. Authors
should include the following statements (if applicable) in a separate section
entitled “Compliance with Ethical Standards” before the References when
submitting a paper: Disclosure of potential conflicts of interest Research
involving Human Participants and/or Animals Informed consent Please note that
standards could vary slightly per journal dependent on their peer review policies
(i.e. double blind peer review) as well as per journal subject discipline. Before
submitting your article check the Instructions for Authors carefully. The
corresponding author should be prepared to collect documentation of
compliance with ethical standards and send if requested during peer review or
after publication. The Editors reserve the right to reject manuscripts that do not
comply with the abovementioned guidelines. The author will be held responsible
for false statements or failure to fulfill the abovementioned guidelines.

LANGUAGE Manuscripts that are accepted for publication will be checked by
our copyeditors for spelling and formal style. This may not be sufficient if
English is not your native language and substantial editing would be required. In
that case, you may want to ask a native speaker to help you or arrange for your
manuscript to be checked by a professional language editor prior to submission.
A clear and concise language will help editors and reviewers concentrate on the
scientific content of your paper and thus smooth the peer review process. The
following editing service provides language editing for scientific articles in
medicine, biomedical and life sciences, chemistry, physics, engineering,

business/economics, and humanities Edanz Editing Global Please contact the
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editing service directly to make arrangements for editing and payment. Use of
an editing service is neither a requirement nor a guarantee of acceptance for

publication.
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