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“Why has not Man a microscopic eye?

For this plain reason, Man is not a fly.

Say what the use, were finer optics giv’n,
T’inspect a mite, not comprehend the heav’'n?”
Alexander Pope

“Por que nao tem o homem um olho microscopico?
Pela simples razdo, o homem ndo é uma mosca.

Qual seria o uso, se tivéssemos olhos mais agudos,
inspecionar o mintisculo e ndo compreender os céus?”
Traducao de Fabio Mascarenhas Nolasco
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RESUMO

Oleos e gorduras sdo importantes na alimentagdo humana como fonte de
energia e alguns sao essenciais ao funcionamento do organismo, como os acidos
graxos linoléico (6mega 6) e a-linolénico (bmega 3) tendo beneficios a saude se
ingeridos adequadamente com balango de n-6/n-3 baixo. O dleo de linhacga é fonte
de a-linolénico e a microencapsulacdo deste 6leo € adequada por motivos de
protecdo contra alteragdes durante aplicagdo, modulacao da liberagdo e extenséo
de aplicabilidade, sendo a coacervagdo complexa um dos métodos mais
adequados. Este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia do uso de
surfactante na produgdo das microcapsulas e, apos aplica-las em emulsées
padrdo dos tipos O/A e A/O, avaliar a liberagdo do material de recheio
encapsulado. Em estudos preliminares, utilizando os surfactantes Tween 80 e
Span 80, foram selecionados dois sistemas adequados para producdo das
microcapsulas com HLB 4,3 e HLB 6,45. Também ficou definido o uso de
carbonato de calcio para reduzir a formagdo de espuma. Como materiais de
recheio foram utilizados o o6leo de linhaga adicionado a oleoresina de paprica
(10:1) e material de parede goma arabica (2,5%) e gelatina (2,5%) na proporgao
de 2:1 de parede e recheio. Todas as microcapsulas produzidas foram reticuladas
com enzima transglutaminase na proporgdo gelatinaizenzima de 1,95:1 e
liofilizadas. Foram realizados diferentes processos e os sistemas contendo
surfactante com valor de HLB 6,45 afetou negativamente a produgé&o, resultando
em microcapsulas vazias em todos os tratamentos. Foram avaliadas algumas
alteracdes no processo como velocidade de agitagéo, processo de resfriamento e
foram realizadas produgdes com pH de reticulagéo de 4 (pH de coacervagédo) e 6
(valor 6timo para a enzima). Alguns resultados obtidos dos processos foram a
reducdo de tamanho de particulas com o aumento da velocidade de emulsificagao
de 14.000 para 20.000 rpm, amostra padrdo 134,37 um e 66,00 um
respectivamente, e menor dispersao na distribuicdo de tamanho de particula em
processo com controle da taxa de resfriamento. O sistema contendo o surfactante

com valor de HLB 4,3 foi adequado. As microcapsulas com melhor desempenho
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foram as produzidas sem surfactante e com surfactante de HLB 4,3 em pH de
reticulacgo 4 com eficiéncias de encapsulagdo de 60,03% e 76,31%,
respectivamente. O processo de liofilizagdo mostrou-se muito drastico alterando a
morfologia das microcapsulas e tornando a estrutura fragil & oxidagao. Foram
produzidas emulsdes de O/A (20% 6leo/ 80% agua) e A/O (20% agua/ 80% 6leo)
com homogeneizagédo de 20.000 rpm por 1 minuto com aplicagéo de 6% destas
microcapsulas. A liberagédo foi acompanhada através da quantificagédo do acido
graxo a-linolénico (C18:3) da fase oleosa separada por desemulsificacéo das
emulsBes por cromatografia em fase gasosa em tempos de O e 24 horas . A
liberagao foi maior em sistema A/O para as duas amostras e nao houve diferenca
significativa entre os dois tempos (0 e 24 horas). Em relagéo a liberacdo das
amostras com e sem surfactante, ndo houve diferenca significativa (p<0,05) nas
aplicagées em emulsdes de O/A, porém os valores para HLB 4,3 foram menores.
A utilizacdo de surfactante de HLB 4,3 parece ser favoravel na produgdo e na
reducdo da liberagdo em aplicagdes em emulsdes e interessante para uso de

microcapsulas com recheio hidrofébico em alimentos como molho de salada (O/A).

Palavras Chave: coacervacdo complexa, surfactantes, oleo de linhaga, liberagao

do material de recheio, emulsoes.
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ABSTRACT

Oils and fats are important to human dietary as energy source and some of
them are essentials to body functions, like the fatty acids linoleic (omega 6 — n-6)
e a-linolenic (omega 3 — n-3) with health benefits accordingly to diet with low
balance n-6/n-3. The flaxseed oil is rich in a-linolenic and the microencapsulation is
appropriate to protect against alteration during application, modulation of core
material release and to extend the applicability, being the complex coacervation
the most appropriated method. The aim of this work was to study the influence of
the use of surfactant in production of microcapsules and then, their application in
emulsions O/W and W/O, to evaluate the core material release. Two surfactant
systems were defined to production (HLB 4,3 and HLB 6,45) and calcium
carbonate was used to avoid foam. The core material were flaxseed oil with
paprika oleoresin oil (10:1) and the coating materials were acacia gum (2,5%) and
pig gelatin (2,5%). The proportion of coating material and core material was 2:1.
The transglutaminase enzyme was used as cross-linking agent (gelatin:enzyme —
1,95:1) and the liofilization was the dryer process. Several process were done and
the HLB 6,45 system affected negatively on production, resulting in empty
microcapsules. Some process alterations were studied: agitation rate, cooling
process and cross-linking pH, one with pH coacervation and other with change pH
to 6 (pH optimum). The results of process were the particle size reduction with
agitation velocity increase (14.000 to 20.000 rpm resulted in microcapsules with
134,37 um e 66,00 um respectively), and low size particle dispersion with cooling
rate control. The HLB 4,3 system was suitable and the best microcapsules were
the standard and HLB 4,3 with cross-linking pH at 4, with encapsulation efficiency
to 60,03% and 76,31%, respectively. The liofilization process changed the
structure of microcapsules and the oxidation happened quickly. These particles
were used (6%) in emulsions production: O/W (20% oil/ 80% water) and W/O (20%
water/ 80%oil) using 20.000 rpm per 1 minute. The release of core material was
evaluated with measures of fatty acid a-linolenic (C18:3) of oil phase resulted of

emulsions desemulsification by gas chromatography, along of the time (0 and 24
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hours). In emulsion W/O the release was higher than emulsion O/W, for standard
(43% and 30%) and 4,3 HLB (41% and 27%) samples. The results were not
significantly different between times. The results of core material release between
standard and 4,3 HLB showed no significantly difference in all emulsions, but the
result of 4,3 HLB sample was smaller than standard sample. The use of surfactant
HLB 4,3 may be favorable to production and to avoid the core material release in
emulsions and interesting to use hydrophobic material microencapsulated in food,

for example dressing salad (O/W).

Keywords: complex coacervation, surfactants, flaxseed oil, emulsions, core

material release.
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INTRODUGCAO GERAL

Oleos e gorduras fazem parte da alimentagdo humana e tem uma grande
importancia para o funcionamento do organismo como fonte de energia e
compostos essenciais. Alguns Oleos possuem, em sua composicdo, acidos
graxos a-linolénico da familia do dmega 3 (n-3). Este tipo de acido graxo esta
sendo muito estudado com varios beneficios a salde relacionados. O 6leo de
linhaca é uma o6tima fonte deste tipo de acido graxo e é obtido da semente da
linhaca por extracao a frio.

Por motivos de protegéo contra alteragbes durante aplicagdo, modulagao da
liberagdo e extensdo de aplicabilidade, a tecnologia de microencapsulagcédo de
oleos esta sendo muito estudada na area de alimentos e um dos métodos mais
adequados para este tipo de recheio € a coacervagao complexa.

Esta técnica consiste na separagdo de duas fases imisciveis, liquido/liquido,
a partir de dois ou mais solutos de cargas polieletroliticas opostas misturados em
meio aquoso, formando uma fase de coacervado (alta concentragéo de soluto) e
uma de equilibrio (rica em solvente). Ao ocorrer a separagéo, a fase coacervada
se deposita em volta do componente ativo a ser encapsulado (recheio) suspenso
no mesmo meio de reacao.

Muitos estudos estdo sendo realizados em relagdo ao processo de
producdo e estabilidade das microcapsulas nas areas farmacéutica e de
alimentos. O desenvolvimento dos estudos farmacéuticos mostra resultados mais
avancados em relagdo a area de alimentos, principalmente no que se refere a
liberacao do recheio em sistemas modelo de alimentos.

Existe uma linha de estudos relacionada ao uso de surfactantes na
producdo de microcapsulas por coacervagdo complexa com efeitos diversos nos
parametros de processo € nas caracteristicas e comportamentos das
microcapsulas. Como surfactantes sdo compostos com caracteristicas lipofilicas e
hidrofilicas, auxiliam na estabilidade da emulsdo na produgao da microcapsula e
influenciam nas interacdes entre o recheio e a microcapsula, como também em

relagdo ao meio dispersante (alimento). Estas interagbes podem influenciar
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positiva ou negativamente na retengao do recheio a microcapsula e na taxa de
liberacdo em meios dispersantes emulsionados.

De maneira geral este trabalho visou o estudo do uso de surfactantes na
producdo de microcapsulas de éleo de linhaga por coacervagao complexa e a
avaliacdo da liberagdo em sistemas modelo de emulsdes O/A e A/O. O trabalho
esta dividido em capitulos conforme descrigéo a seguir.

O Capitulo 1 apresenta uma reviséo bibliografica contendo as informagoes
cientificas que formaram a base para o desenvolvimento do trabalho.

O Capitulo 2 apresenta o estudo do uso de surfactantes e escolha do
sistema mais adequado e eficiente para a posterior produgdo das microcapsulas.
Em emulsdo de solugdo de goma arabica e 6leo de linhaga foi avaliado o uso de
varios surfactantes com diferentes HLB em diferentes concentragdées com o intuito
de obter a emulsdo mais estavel até 15 minutos e com menor quantidade de
espuma formada.

O Capitulo 3 se refere a produgéo de microcapsulas de o6leo de linhaga com
oleoresina de paprica por coacervagdo complexa de goma arabica e gelatina, a
caracterizacdo em relagdo a morfologia, rendimento e eficiéncia de encapsulagao,
tamanho de particulas e distribuigdo de tamanho de particulas. Com estes
resultados foram escolhidas as mais eficientes e padronizadas para aplicagdo em
sistemas modelo de emulsdes O/A e A/O.

Na produgdo das microcapsulas os parédmetros de processo foram
baseados em estudos da literatura com o intuito de obter as microcapsulas mais
estaveis e resistentes, incluindo uma amostra padrédo (ausente de surfactante) e
uma com o uso de surfactante.

O Capitulo 4 aborda a liberagéo do recheio das microcapsulas escolhidas
aplicadas em sistemas modelo de emulsdes primarias dos tipos 6leo em agua
(O/A) e agua em oleo (A/O). As emulsdes com microcapsulas aplicadas sofreram
o processo de desemulsificagdo com a separagao das fases oleosa e aquosa. A
quantidade de recheio liberado das microcépsulas foi calculada pela quantificagao
do &cido graxo a- linolénico (C18:3) em analise de quantificagdo em acidos graxos

da fase oleosa por cromatografia gasosa.
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CAPITULO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA
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1 LIPIDIOS E ACIDOS GRAXOS

Os dleos e gorduras pertencem a classe dos lipidios. Em relagdo a
estrutura quimica sao triacilglicerois ou ésteres de glicerol e acidos graxos que
possuem diferentes propriedades devido @ composicéo destes acidos graxos na
molécula, podendo ser em relagdo ao tamanho da cadeia, a presenca e posicao
de duplas ligagées e & posigdo de cada &cido graxo na molécula de glicerol.
Existem os acidos graxos saturados que sdo quimicamente mais estaveis e
possuem altos pontos de fusdo e os &acidos graxos insaturados que possuem uma
ou mais duplas ligacdes, sendo mais instaveis e com menores pontos de fuséo. A
caracteristica de cada acido graxo e a estrutura na molécula de glicerol afetam

quimica e fisicamente as propriedades do triacilglicerol (O'BRIEN, 2004).

1.1 ACIDOS GRAXOS POLINSATURADOS

O termo &cido graxo polinsaturado (PUFA) se refere aos acidos graxos
cujas moléculas possuem de 18 a 22 carbonos e duas ou mais duplas ligagdes,
sendo denominados de w ou n. Pertencem a este grupo as familias de 6mega 3 e
démega 6 (Quadro 1) que sdo denominados pela posigdo do carbono que se
encontra a primeira dupla ligagdo (insaturag&o), iniciando a contagem do terminal
metil (~CH3), conforme estruturas quimicas da Figura 1 (MARTIN et al, 2006;
GAN; CHENG; EASA, 2008; SANT'ANA, 2004).

Quadro 1: Familias de Acidos Graxos Polinsaturados

Familia | Acido Graxo Estrutura | Fontes

Omega 3 | o- linolénico - ALA 18:3 n-3 | Vegetais: oleo de linhaga

(w3) Eicosapentaenodico — EPA | 20:5 n-3 | Pescado

Docosahexaendico — DHA | 22:6 n-3 | Pescado

Omega 6 | Linoleico — LA 18:2 n6 | Vegetais: oleo de girassol e milho

(wb) Araquidénico 20:4 n-6 | Animais

Fonte: MARTIN et al, 2006; GAN; CHENG; EASA, 2008
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Figura 1: Estruturas das moléculas de acidos graxos. (a) a- linolénico (C18:3 n-3 -
ALA); (b) linoléico (C18:2 n6 - LA)
Fonte: NICHOLS; SANDERSON, 2003

Os acidos graxos linoléico (C18:2 n-6 - LA ) e a- linolénico (C18:3 n-3 - ALA)
nao podem ser sintetizados pelo organismo animal, sendo necessaria a oferta por
meio da dieta, e por isso sdo denominados de acidos graxos essenciais (NAWAR,
1996; SANT'ANA, 2004; NICHOLS; SANDERSON, 2003).

O acido graxo a-linolénico (n-3) esta presente em altas concentragbes em
alguns vegetais como perilla (Perilla L.) e chia (60-70%), linhaga (55-60%), canola
(10%), soja (7%) e nozes (13%) (Li et al, 2003).

1.2 DIGESTAO E ABSORCAO DE LIPIDIOS

A digestdo dos lipidios se inicia na boca e no trato digestivo com a
diminuicdo fisica de tamanho transformando em gotas menores e assim
permitindo a agdo das enzimas. No estdmago ainda 70% dos lipidios estao
indigeridos e necessitam dos sais biliares que os emulsificam no intestino delgado
formando micelas menores. A lipolise dos lipidios é efetuada por enzimas lipases
pancreaticas que sdo secretadas pelo pancreas e quebram os triacilglicerois
liberando acidos graxos livres e glicerol. O glicerol passa livremente para o sangue
e os acidos graxos livres de cadeia longa (>12 carbonos) s&o absorvidos pelos
enterocitos, principalmente no jejuno e ileo, onde s&o reesterificados como
triacilglicerois e transportados para o sangue (BORGSTROM, 1960; SANT'ANA,
2004; AMAYA-FARFAN, 2001).
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1.3 METABOLISMO DOS ACIDOS GRAXOS OMEGA 3 E OMEGA 6

Existem dois mecanismos que ocorrem no reticulo endoplasmatico,
predominantemente nas células hepaticas, responsaveis por converterem 0s
acidos graxos essenciais linoléico (C18:2 n-6 - LA ) e a- linolénico (C18:3 n-3 -
ALA) em 4&cidos graxos polinsaturados de cadeia longa chamados de
eicosanoides com atividades imunomoduladoras. Um mecanismo & denominado
dessaturacéo, reagéo catalisada por enzimas dessaturases que agem oxidando
dois carbonos da cadeia, originando uma dupla ligagdo com a configuragédo cis. E
o outro mecanismo denominado de elongagado, reagdo catalisada por enzimas
elongases que atuam nestes acidos adicionando dois atomos de carbono a parte
inicial da cadeia. Estas reagbes estdo esquematizadas na Figura 2 (MARTIN et al,
2006: SANT'ANA, 2004; WIESENFELD et al, 2003; SCHMITZ; ECKER, 2008).

Acidos graxos n-6 Acidos graxos n-3
Acido Linoleico Acido a — Linolénico
(18:2:1-6) Delta-6- (18i3 n-3)
“-—- g
(18:3 1n-6) dessaiupase (18:4 n-3)
v <+«—————— elongasse ——— ¥
(20:3 n-6) (20:4 n-3)
l +—— Delta-5- ——m l
; dessaturase .
Acido araquiddnico (AA) Acido eicosapentaendico —
(20:4 n-6) EPA (20:5 n-3)
| R elongase .
(22:4 n-6) (22:5 n-3)
. SV - (... - . - |
(24:4 n-6) (24:5 n-3)
‘ Delta-6- ’
(245 n-6) dessaliiiase (24:6 n-3)
l «————— B-oxidago ———»l
Acido docosap‘entaen'ohico Acido docosahexaendcio
(22:5 n-6) ou eicosanoides (22:6 n-3) ou eicosandides

acao proé-inflamatdria

Figura 2: Metabolismo de acidos graxos dmega 6 (n-6) e dmega 3 (n-3)
Fonte: Adaptado de SCHMITZ; ECKER, 2008
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Os acidos graxos linoléico (C18:2 n-6 - LA ) e a- linolénico (C18:3 n-3 - ALA)
formam os eicosandides, sendo que os associados ao n-3 tem acéo pro-
inflamatoéria menos potentes e influenciam na atividade das enzimas e proteinas
relacionadas a sinalizagéo intracelular e a proliferacdo celular. (CIBEIRA;
GUARAGNA, 2006; MARTIN et al, 2006; SANT'ANA, 2004).

1.4 ACIDOS GRAXOS POLINSATURADOS E SAUDE

No organismo como um todo, as membranas celulares necessitam de
acidos graxos insaturados para manutengcdo de suas estruturas, fungdes e
integridade. Os acidos graxos insaturados linoléico e a- linolénico possuem alto
valor energético e atuam em reacgdes inflamatorias estando relacionados a
resisténcia imunoloégica, disturbios metabdlicos, processos trombodticos e doengas
neoplasticas, sendo responsaveis por regular a pressao arterial, freqiéncia
cardiaca, coagulacao, dilatacao vascular e lipdlise (SANT'ANA, 2004; MARTIN
et al, 2006; Li et al, 2003).

Varios sdo os beneficios da ingestdo de acidos graxos da familia émega 3
(n-3), pois sdo importantes para o crescimento, desenvolvimento ocular e do
cérebro, auxiliam na regulagdo da coagulagdo e press&o sanguinea reduzindo
hipertensdo,  possuem  propriedades  antiinflamatérias,  antitrombdticas,
antiarritmicas e vasodilatadoras, melhorando a resposta imunologica, diminuindo a
proliferacdo dos linfécitos e inibindo crescimento tumoral. Estudos clinicos
realizados em diversos paises, como Holanda, Noruega, Japao, EUA e outros,
comprovam que a administragdo de acidos graxos n-3 reduz os niveis de LDL e
VLDL (mau colesterol), colesterol e triglicerideos no sangue e aumentam os niveis
de HDL (bom colesterol) (GAN; CHENG; EASA, 2008; AMAYA-FARFAN, 2001;
TEIXEIRA; PELUZIO, 2006; VASCONCELOS, 2004).

No entanto, a ingestdo em excesso do &cido graxo linoléico (n-6),
consequentemente alta relagéo n-6/n-3, resulta na superprodugéo de eicosandides
associados ao n-6 que sdo pré-inflamatérios, aumentando isquemia, inflamacgao e

modificages nas células favorecendo o desenvolvimento de quadros patologicos,
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tais como doencas cardiovasculares, canceres, doengas auto-imunes e doencgas
inflamatorias. Como as mesmas enzimas fazem as conversdes das familias n-3 e
n-6, tem-se como resultado uma competicdo metabdlica entre 0s dois grupos
sendo necessario um equilibrio entre a ingestao destes acidos graxos pela dieta
(CIBIEIRA; GUARAGNA, 2006; MARTIN et al, 2006; SANT'ANA, 2004,
WIESENFELD et al, 2003; SIMOPOULOS, 2008).

As dietas das populacdes ocidentais possuiam ha 100 - 150 anos uma
relagao de n-6/n-3 de aproximadamente 1:1 e atualmente esta relacédo &€ de 10:1 e
em alguns paises de até 25:1, mostrando que em um periodo relativamente curto
houve uma mudanca drastica no perfil do consumo de acidos graxos
polinsaturados. Existem muitas evidéncias que uma razéo de n-6/n-3 oferecida
pela dieta de 5:1 fornece uma otima razao, entretanto, as recomendagdes atuais
variam bastante. Alguns paises, como a Suécia e a Alemanha tém estabelecido
recomendagbes para uma ingestdo por meio da dieta de n-6 e n-3 na razéo de
5:1, enquanto o Jap&o é mais rigoroso e estabelece uma ingestao na razao de n6
e n-3 de 2:1. A Food and Agricultural Organization (FAO) é menos exigente e
estabelece uma ingestdo de n-6 e n-3 na razao de menos que 10:1. Uma razéo n-
6 e n-3 6tima, entretanto, varia de individuo para individuo e de acordo com o seu
quadro de saude (SANT'ANA, 2004; FAO, 1993; SIMOPOULOS, 2008).

Nutricionalmente, a qualidade da fragéo lipidica dos alimentos tem dois
aspectos importantes que devem ser considerados na alimentagao humana, a
razdo entre polinsaturados e saturados (P/S) e a razao n-6/n-3. De acordo com
autoridades americanas, a recomendacédo é para consumo de produtos ricos em
acidos graxos polinsaturados n-3, para se obter raz6es de n-6/n-3 menores que 4
e razao P/S maiores que 0,4 (WOOD et al, 2004).

As evidéncias mostradas apontam a necessidade urgente de equilibrar o
consumo de acidos graxos das familias n-6 e n-3, buscando alternativas para a
modificacdo do perfil lipidico dos alimentos industrializados, reduzindo os riscos a
saude da populacdo. Diante da busca dos consumidores por dietas mais
equilibradas, a industria de alimentos esta investindo na elaboragao de produtos

saudaveis e buscando os alimentos funcionais. Como o mercado de produtos
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funcionais tem crescido muito nos ultimos tempos, produtos com estas alegacdes
também sdo muito consumidos e as empresas estdo em crescente
desenvolvimento  para atendé-lo (SANGUANSRI;  AUGUSTIN, 2007;
SIMOPOULQS, 2008).

2 MICROENCAPSULACAO

Microencapsulagdo € uma tecnologia usada como estrategia para protegéo
e modulacdo da liberagdo de pequenas gotas de liquido, gas ou particulas soélidas
(denominadas por nucleo, ativo, recheio ou fase interna) cobertas ou aprisionadas
por uma capsula protetora (denominada parede, cobertura ou encapsulante).

Atualmente, estudos na area de microparticulas e liberagdo controlada
estdo bastante avancados e uma variedade de técnicas esta disponivel. Séo
destacados os processos através de métodos fisicos (spray drying, spray cooling,
leito fluidizado, extrusdo, centrifugacdo em multiplos orificios, co-cristalizagéo e
liofilizagao), métodos quimicos (inclusdo molecular e polimerizagéo interfacial) e
métodos fisico-quimicos (coacervagdo simples e complexa, incorporagao em
lipossomas) (THIES, 1994; JACKSON; LEE, 1991, RE, 1998; GIBBS et al, 1999;
LEE; YING, 2008).

O modelo celular serviu para idealizagdo do conceito de microcapsula, pois
a membrana que envolve e protege o citoplasma e os demais componentes
exerce ao mesmo tempo outras fungbes, como controlar a entrada e saida de
material na célula (RE, 1998).

A microencapsulagéo é uma técnica utilizada em diversas areas, como a de
alimentos, a farmacéutica (odor e sabor, liberagdo controlada e direcionada) e a
agricola (pesticidas, insumos, sémen, alimentagdo animal) e tem inUmeras
finalidades como carregar o ingrediente funcional até o local onde o ativo devera
agir, proteger o ingrediente funcional de degradagbes quimicas e bioldgicas (ex.
oxidacdo), mascarar as propriedades indesejaveis do componente ativo (ex. odor,
sabor) e controlar a liberagdo do ativo (THIES, 1994; BUENO, 2008; GAN;
CHENG; EASA, 2008).
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Na indUstria de alimentos, a tecnologia de microencapsulagao tem como
objetivos principais a redugéo da reatividade do recheio ao meio externo (ex. luz,
oxigénio, agua); minimizar a evaporagéo ou taxa de transferéncia do material de
recheio para o meio externo; facilitar o manuseio do material de recheio, como no
caso de converter um liquido em sélido; controlar a liberagdo do material de
recheio até a ocorréncia de um estimulo; mascarar sabores indesejaveis; diluir o
material de recheio quando usado em pequenas concentracdes, para atingir
dispersao uniforme durante a formulagdo; aumentar vida de prateleira do recheio
(SHAHIDI; HAN, 1993; JACKSON; LEE, 1991).

Entre os materiais a serem protegidos pela encapsulagéo, estao
flavorizantes, como oleos, ervas, condimentos, lipidios, enzimas ou
microrganismos, edulcorantes, antioxidantes, conservantes, corantes, substancias
de sabor e odor indesejavel, 6leos essenciais, aminoéacidos, vitaminas e minerais,
sendo que desde 1930 esta tecnologia tem sido utilizada em aromas (GIBBS et al,
1999; GOUIN, 2004; SHAHIDI; HAN, 1993).

A escolha do método depende de fatores econdémicos, das propriedades do
recheio (sensibilidade, solubilidade), tamanho de particula desejada, propriedades
fisico-quimicas do recheio e do material de parede, aplicabilidade como
ingrediente em alimentos e mecanismos de liberagdo (SHAHIDI; HAN, 1993;
FAVARO-TRINDADE; PINHO; ROCHA, 2008).

De acordo com parametros morfologicos de tamanho e distribuigao do
material de recheio, as particulas obtidas recebem o prefixo micro quando
possuem tamanho entre 1 a 100 pm. Podem assumir diferentes formas como uma
simples membrana de cobertura, uma membrana esférica ou de forma irregular,
apresentar paredes multiplas de mesma ou diferentes composi¢gdes ou numerosos
nucleos em uma mesma estrutura (Figura 3) (GIBBS et al, 1999; THIES, 1994).

A distribuicdo do recheio classifica a microparticula em microesferas ou
microcapsulas. Quando o recheio se distribui no volume de uma matriz, tipo
“reservatério”, podendo ser mononucleada ou multinucleada, com uma quantidade
de recheio envolvida por uma pelicula de parede, a denominagdo é de

microcapsulas. Quando se tem uma matriz com particulas de recheio dispersas
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uniformemente em sua totalidade, a denominagé@o é de microesferas. O tipo de
microparticula produzida influi na quantidade de recheio encapsulado e no
comportamento de liberagdo do mesmo (GIBBS et al, 1999; THIES, 1994).
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Figura 3: Tipos de estruturas de microparticulas
Fonte: Adaptado de GHARSALLAQUI et al, 2007

2.1 MICROENCAPSULACAO POR COACERVACAO COMPLEXA

A palavra coacervacgao deriva do latim co- junto e acerv- massa amorfa para
indicar a agregacéo das particulas coloidais e o termo coacervagéo complexa foi
introduzido por Bungenberg de Jong, um quimico alem&o que iniciou os estudos
em coacervados em 1930 (MENGER; SYKES, 1998; MENGER et al, 2000;
PRATA, 2006).

A microencapsulagdo por coacervagdo pode ser realizada pela técnica
simples utilizando somente um soluto ou a técnica complexa utilizando dois ou
mais solutos (SHAHIDI; HAN, 1993).

A técnica de coacervagdo complexa consiste na separagdo de fases
liquido/liquido de dois ou mais solutos de cargas polieletroliticas opostas
misturadas em meio aquoso. Ocorre a formagao de duas fases imisciveis e a

subsequente deposicdo do coacervado recém formado em volta do ingrediente
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ativo (recheio) suspenso ou emulsificado no mesmo meio de reagao. Formam-se
duas fases, uma de coacervado com os solutos e o ativo encapsulado e fase de
equilibrio com baixas concentragdes de soluto. A coacervagao ocorre em uma
pequena faixa de pH e a intensidade aumenta com a diluicdo, sendo suprimida
pela presenga de microions (THIES, 1994; GOUIN, 2004; SILVA et al, 2003;
SHAHIDI; HAN, 1993).

A encapsulagdo por coacervagio é considerada a formag&o real de uma
microcapsula onde o material de recheio (ativo) fica totalmente envolto pelo
material de parede, formando uma capsula fechada (LEE; YING, 2008; VAN 0SS,
2006).

Quando s&o encapsulados materiais lipofilicos, como oleos vegetais e
vitamina A, em cobertura hidrofiica como gelatina ou gelatina-goma arabica,
podem resultar em microcapsulas contendo de 85 a 90% de recheio (GOUIN,
2004; SHAHIDI; HAN, 1993).

Muitos trabalhos estdo sendo feitos na area de alimentos utilizando esta
técnica, alguns descritos no Quadro 2.

O processo da coacervagéo complexa consiste de quatro etapas realizadas
sob agitagao continua (Figura 4): a) Dispersdo: a substéncia a ser encapsulada
(recheio) é dispersa em uma solugéo contendo o material de parede; b) Formacao
das trés fases imisciveis: ocorre a redugéo da solubilidade do material de parede
por abaixamento do pH, formando goticulas de coacervado, correspondendo a um
sistema de trés fases imisciveis quimicamente; (c) Deposicdo do material de
parede: com a mistura continua dos materiais de parede e recheio, as goticulas de
coacervado adsorvem-se as particulas de recheio dispersas devido a tensao
superficial extremamente baixa da agua residual no material de parede, formando
gradualmente um envoltorio em fase liquida, o que garante um revestimento
uniforme do nucleo. d) Solidificacdo do material de parede: pelos metodos de
gelificagdo (abaixamento de temperatura), da reticulagdo quimica (ligacoes
cruzadas) ou da polimerizagdo do envoltorio liquido ocorre a solidificagéo do
coacervado. As microcapsulas produzidas sao retiradas do sistema por

centrifugacdo ou filtragdo, sdo lavadas e sofrem posterior secagem por tecnicas
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padrbes, como spray-drying, liofilizacdo ou leito fluidizado para produzir particulas
pequenas e com fluidez (SHAHIDI ; HAN, 1993; OLIVEIRA, 2007; GOUIN, 2004;

DONG et al, 2007).

Quadro 2 : Trabalhos recentes em microencapsulagao por coacervagao complexa

Material de parede Recheio Autores
Gelatina : Goma arabica Oleo de soja, azeite de oliva e | RABISKOVA;
6leo de amendoim VALASKOVA, 1998
Gelatina : Goma arabica EPA LAMPRECHT:SCHAFER;
LEHR, 2000
Gelatina : Goma arabica EPA LAMPRECHT;SCHAFER;
LEHR, 2001

Gelatina : Goma arabica

Oleo de peixe

JOUZEL et al, 2003

Proteina de soro e Goma Arabica

Oleo de girassol, dleo

WEINBRECK; MINOR; DE

essencial de limdo e de laranja | KRUIF, 2004
Gelatina : Goma arabica Oleoresina e dleo de soja ALVIM, 2005
Gelatina: pectina / goma arabica Oleos PRATA, 2006

Gelatina : Goma arabica

Oleo de menta

DONG et al, 2007

Gelatina

Estigmasterol

OLIVEIRA, 2007

Gelatina de peixe: Goma arabica

Oleo de salmao

BUENO, 2008

Proteina de soja hidrolisada/Pectina
(BM)

Hidrolisado de caseina

MEDANHA et al, 2009

Bovine b-Lg isolate e Pectina (BM)

DHA

ZIMET; LIVNEY, 2009

Gelatina : Goma arabica Substancias aromaticas LECLERCQ; MILO;
REINECCIUS, 2009
Gelatina : Goma arabica Oleo de soja e oleoresina de | CELIS, 2009

paprica

Gelatina : Goma arabica

1-Dodecanol (C120H)

KONG et a, 2009

Mistura de HPMC, NaCMC e SDS (*)

Oleo de girassol

KATONA,; SOVILJ;
PETROVIC, 2010

(*): hidroxipropilmetil celulose (HPMC), carboximetil celulose de sodio (NaCMC) e Dodecil

sulfato de sédio (SDS)
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Figura 4: Etapas da coacervagado complexa. (a) dispersao; (b) formagéo das trés
fases imisciveis; (c) deposicdo do material de parede; (d) solidificagao do material
de parede

Fonte: OLIVEIRA, 2007

Microcapsulas produzidas por coacervagdo séo divididas em dois grupos:
mononucleadas e multinucleadas de acordo com sua estrutura interna. As
mononucleadas sdo formadas quando uma gota de oleo é encapsulada por
coacervacao e as multinucleadas s&o formadas através da agregacao de varias
microcapsulas mononucleadas. Por terem caracteristicas diferentes, possuem
propriedade de liberagdo diversa. As microcapsulas multinucleadas possuem
estrutura tipo matriz e podem liberar recheio lentamente a néo ser que a parede
tenha sido rompida. Pelo contrario, as microcapsulas mononucleadas possuem
estrutura tipo reservatorio e liberam todo o recheio muito répido, além do material
de parede néo ser distribuido uniformemente pela superficie da gota de recheio. A
parte mais fina da camada de parede estard mais susceptivel ao rompimento e
liberagdo do recheio. Por isto, as microcapsulas multinucleadas possuem maior
controle de liberacdo e séo facilmente produzidas, sendo mais interessante para
produgao industrial e aplicagdo (DONG et al, 2007).

Algumas vantagens da coacervagdo complexa s&o condigdes brandas de
processo, variedade de biopolimeros como possiveis materiais de parede
(gelatina, albumina, goma aréabica, celulose, alginato, caseinato, carragena, amido,
pectina), porém ainda é uma técnica com muitas informagbes nao comprovadas
sobre o mecanismo e sistemas de liberagédo de hidrofébicos.

Para contornar as dificuldades envolvidas nesta tecnologia, tem-se

desenvolvido diversos processos, como a coacervacdo complexa mediante
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controle de pH e rapido abaixamento de temperatura, ou a microencapsulagédo por
coacervagao em camadas multiplas (GOIUN, 2004). Outro problema a ser
superado é a obtencdo de microcapsulas sem a necessidade de se utilizar
agentes reticulantes nao permitidos para o uso alimenticio para as ligagbes
cruzadas (reticulagdo), como o glutaraldeido. Ja existem alguns estudos sobre a
utilizagdo de outros agentes como a enzima transglutaminase, o gliceraldeido e
outros processos como o uso da reacao de Maillard na presenca de ribose e
sacarose (ALVIM, 2005; GAN; CHENG; EASA, 2008).

2.1.1 Interacoes na coacervacao complexa

O entendimento da interacdo de um sistema contendo biopolimeros do tipo
polissacarideo e proteina é de fundamental importancia para a compreensao dos
efeitos na produgéo por coacervagao complexa e propriedades das microcapsulas,
ja que este par de biopolimeros & o mais utilizado como material de parede desta
técnica (SCHMITT et al, 1998).

As microcapsulas sdo formadas através da interagéo dos biopolimeros de
cargas opostas (proteinas e polissacarideos) em agua e na presenga de lipidios
(material de recheio), da mesma forma que a maioria dos sistemas alimenticios.
Para o entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos & necessario o
estudo do comportamento das fases das misturas de biopolimeros. Cada fase
apresenta uma caracteristica e as alteragdes ocorridas implicam no entendimento
dos elementos estruturais que formam a rede continua do gel, dentro e nas
interfaces do sistema coloidal, bem como a natureza das interagbes entre 0s
biopolimeros e as particulas dispersas cobertas pelos biopolimeros (TURGEON;
SCHMITT; SANCHEZ, 2007; PRATA, 2006).

As interagbes entre os biopolimeros (proteinas e polissacarideos) estdo em
constante estudo sendo bastante complexas e ainda existem questoes a serem
confirmadas.

Em relagdo & termodindmica, a formagdo do complexo proteina-
polissacarideo se torna espontanea quando a Energia Livre de Gibbs (AG) é

negativa, ou seja, AG<0, sem levar em conta a energia livre acumulada pelo
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contato direto molecular entre as macromoléculas associadas. Pela Lei de Gibbs
na Equacdo 1, um delicado balango entre alta entropia favoravel (-TAS) e alta
entalpia desfavoravel (AH) contribuem para determinar o valor de AG, avaliando a

possibilidade de formag&o do complexo entre os biopolimeros.

AGpn = AHn - TASH (Equagéo 1)

onde: AGy : Energia Livre de Gibbs da mistura; AHy : variagio da entalpia da
mistura ; ASy : variacdo da entropia da mistura; T: temperatura absoluta.

O favorecimento da entropia pode ocorrer pela liberagao de contra-ions ou
moléculas de agua e o desfavorecimento da entalpia pela diminuicdo da
mobilidade dos biopolimeros e ordenagdo da agua na interface do complexo
(TURGEON; SCHMITT; SANCHEZ, 2007).

Em um sistema de mistura de dois biopolimeros com estrutura e
propriedades diferentes, a tendéncia é de separar as fases. Se as solugoes forem
bastante diluidas, o sistema podera ficar estavel desde que n&o ocorra alteragao
da entropia. Dependendo dos biopolimeros e condigdes do solvente, as interagoes
de proteinas e polissacarideos podem ser guiadas para separagéo de fase por
segregacdo (incompatibilidade termodinémica) ou associagao (complexagao),
conforme Figura 5. Com o aumento da concentragéo dos biopolimeros o sistema
comeca se tornar instavel e, como regra, tende a ocorrer segregagao. O fendmeno
de segregacdo ocorre quando os biopolimeros estdo carregados com similar
quantidade de cargas repulsivas e formam duas fases, uma com alta
concentracdo de proteina e outra de polissacarideo. (KRUIF;TUINIER, 2001; LIU
et al, 2010b; PRATA, 2006).

No caso da coacervagéo complexa, a separagéo que ocorre é a associativa,
fendmeno que ocorre quando os biopolimeros estdo carregados com cargas
opostas formando uma fase com alta concentragdo de biopolimeros e outra de
solvente. Dependendo das caracteristicas dos biopolimeros (tipo, grupos reativos,
tamanho da cadeia, ramificagbes, flexibilidade, hidrofobicidade, razao e
concentracdo) e condigdes do solvente (pH, sais), varia o grau das interagoes

podendo até ocorrer precipitagéo (LIU et al, 2010a).
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Figura 5 : Interagbes entre proteinas e polissacarideos.
Fonte: adaptado de KRUIF; TUINIER, 2001

Devido a diminuicdo da energia eletrostatica livre do sistema, em pH de
coacervagdo, alguns autores afirmam que a complexacdo entre proteinas e
polissacarideos é principalmente dirigida pela entalpia. Entretanto, outros indicam
que a complexacgéo é dirigida principalmente pela entropia, devido a liberagéo de
contra-ions e moléculas de agua que contribuem para o ganho entropico no
sistema (PRATA, 2006).

Para a modelagem tedrica da coacervagdo complexa, estudos das
interaces entre os biopolimeros tem sido realizados por muitos anos e varias
teorias surgiram baseadas na Lei de Gibbs e Teoria de Flory-Huggins, uma
adaptacdo da Lei de Gibbs adequada as misturas e solugbes de biopolimeros.
Apesar de nao descrever precisamente as propriedades termodinamicas das
solucdes, esta Teoria de Flory-Huggins prediz a estabilidade de uma solugao de
macromoléculas em relacdo a observada numa solugdo de moléculas simples
(BURGESS, 1990; PRATA, 2006; VEIS; ARANYI, 1960; BURGESS; CARLESS,
1985; NAKAJIMA; SATO, 1972; OVERBEEK; VOORN, 1957).

Dependendo das caracteristicas das interagdes biopolimero - biopolimero e
biopolimero - solvente, ocorrem diferentes alteragdes no perfil de solubilidade das
proteinas. A solubilidade ¢é altamente dependente da carga de superficie do
complexo formado, dependente dos niveis de hidrofobicidade da superficie, razao

de biopolimeros e condigbes do solvente. Geralmente, polissacarideos altamente
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carregados, com baixo nivel de hidrofobicidade de superficie ou misturas de
biopolimeros longe de suas razées de equivalentes elétricos, podem formar uma
rede de carga negativa no complexo aumentando sua solubilidade relativa a
proteina sozinha. Entretanto, dependendo do biopolimero envolvido e condigdes
de complexacdo, podem ocorrer desvios de comportamento da proteina (LIU et al,
2010a).

Para o par gelatina / goma arébica, a relagdo estequiomeétrica entre os
componentes é similar, pois os dois polieletrélitos tém densidade de carga iGnica
baixa e similar. No pH étimo de interagdo polieletrolitica, o complexo tende a ser
muito concentrado e muito viscoso para encapsulagdo, sendo indicado utilizar pH
maior que o 6timo, em valores proximos (THIES, 1994).

O pH é um fator muito importante para a coacervagdo complexa. A maior
eficiéncia de encapsulagéo ocorre em uma pequena faixa de pH situada entre o
potencial de dissociagdo (pKa) dos grupos reativos da estrutura dos
polissacarideos e o ponto isoelétrico (pl) da proteina. A formagéo de complexo
soltvel significa a primeira interagdo né@o covalente entre biopolimeros detectada
experimentalmente e é caracterizada por leve aumento da turbidez do sistema
durante a titulagdo acida. Pelo abaixamento do pH, complexos soltveis aumentam
em numero e tamanho como resultado da nucleagdo e crescimento, resultado
gradual da diminui¢do das forgas repulsivas eletrostaticas entre as moléculas de
proteina e associagdo das mesmas. O crescimento do complexo e a turbidez
alcangam o méaximo no pH em que a reagdo de interagéo entre os biopolimeros
atinge o ponto de equivaléncia elétrica (pH 6timo) (LIU et al, 2010b).

Em relacdo ao pH e forga ibnica, tem-se um aumento da auto-associagao
das moléculas de proteinas conforme o pH se aproxima do pl das proteinas, ou na
presenca de altas concentragdes de sais (GRINBERG; TOLSTOGUZOV, 1997). A
influéncia da adicdo de sal na compatibilidade dos sistemas pode ser explicada
através dos efeitos de “salting in” e “salting out”. Em baixas concentragoes de sal
(ou baixa forga idnica), os ions dos sais interagem com as cargas das proteinas,
resultando em um aumento da solubilidade das mesmas (“salting in”). Entretanto,

quando s@o adicionadas maiores concentragdes de sal, existe uma competi¢ao
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entre a proteina e os ions de sal pelas moléculas de agua, reduzindo a agua
disponivel como solvente e portanto, diminuigdo da solubilidade protéica (“salting
out”) favorecendo a auto-associagdo das mesmas (CHEFTEL; CUQ; LORIENT,
1996). Assim, geralmente espera-se que exista um aumento da incompatibilidade
entre proteinas e polissacarideos a medida que a forga i6nica aumenta e o pH se
aproxima do pl das proteinas (PERRECHIL, 2008).

2.1.2. Morfologia do complexo coacervado

O complexo coacervado possui caracteristica morfoléogica de micela
denominada esponja ou fase Lz ou fase cubica (Figura 6). A formacdo desta
estrutura ocorre em fungéo da entropia na desestabilizacdo da estrutura lamelar
(organizada) para a fase esponja. A energia e a configuracao entropica do sistema
influenciam na estrutura da micela que através de uma fase intermediaria instavel
(Figura 7) permite a transicdo entre as fases lamelar e esponja (STREY et al,
1990; MENGER et al, 2000).

Estas estruturas foram investigadas por Hoffmann, Thunig, Munkert, (1992)
através de microscopia eletrénica de varredura com preparo da amostra através
da técnica de fratura por congelamento (FFEM) e as imagens obtidas mostraram
que duplas camadas sdo multiconectadas e possuem a estrutura no formato de

cela com curvaturas Gaussianas negativas.

Figura 6. Estrutura da fase esponja dos coacervados
Fonte: STREY et al, 1990
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Figura 7. Etapa intermediaria entre fase lamelar e fase esponja
Fonte: STREY et al, 1990

2.2 MATERIAL DE PAREDE

Os requisitos para a escolha de um material de parede sao varios e o
material de parede ideal seria insolivel e nao reativo com o material a ser
encapsulado, ter boas propriedades emulsificantes, formar filmes facilmente, ter
baixa viscosidade mesmo em solugbes com alto teor de sélidos, apresentar baixa
higroscopicidade, baixo custo, ndo possuir sabor desagradavel, ser estavel e
oferecer boa protegdo ao ingrediente encapsulado (LEE; YING, 2008;
SANGUANSRI; AUGUSTIN, 2007).

Dentre os varios materiais utilizados encontra-se na literatura as gomas
(goma arabica, alginato de sodio, carragena), os carboidratos (amido, dextrina,
acucar, xarope de milho), as celuloses (carboximetilcelulose, etilcelulose,
metilcelulose, acetilcelulose, nitrocelulose). Como proteinas, encontramos estudos
com gluten, caseina, gelatina, proteina de soja, pectina e albumina (SHAHIDI;
HAN, 1993: GOIUN, 2004; MCCLEMENTS, 2005).

Pela sua capacidade de adsorver volateis do ambiente ou reté-los
fortemente durante o processo de secagem, os carboidratos sdo os materiais de
parede mais comumente usados para microencapsulagao.

Como os solutos precisam ter cargas opostas para coacervar, normalmente
utiliza-se uma proteina e um polissacarideo. Na técnica de coacervag&o complexa,
dentre os diversos pares de hidrocoléides para a produg&o de microcapsulas, o

mais estudado & o sistema gelatina/goma arabica (GOUIN, 2004).
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Hidrocoloides s&o polimeros hidrofilicos que geralmente contem muitos
grupos hidroxilicos. Os polissacarideos possuem ampla aplicagdo na modificagao
das propriedades dos alimentos incluindo reologia, ligagdo com agua, estabilidade
de emulsdo, adesividade, suspenséo, floculagdo, estabilizagdo de espuma e
formagao de filmes. A propriedade de formacao de particulas de gel é responsavel
pelo uso crescente destes materiais na formacdo de microparticulas
encapsuladas. As proteinas sdo formadas por aminoacidos e sua estrutura de
triplice hélice é responsavel por formar a cadeia tridimensional na formacao do gel
(BUREY et al, 2008).

2.2.1 Gelatina

A gelatina € uma proteina obtida industrialmente a partir do colageno de
ossos, cartilagens e peles de animais e & obtida industrialmente pela hidrolise
controlada do colageno, obtendo-se uma gelatina soluvel através de um pré-
tratamento acido ou alcalino da matéria-prima (POPPE, 1997).

A extracdo da gelatina a partir do colageno é realizada com diferentes
temperaturas (de 60°C a 90°C) e é pH-dependente, sendo que a selegdo do pH &
feita visando a maximizacdo da taxa de extracdo e a manutengdo de suas
propriedades fisicas (CARVALHO, 2002).

A gelatina & muito utilizada para a microencapsulagdo por coacervagao
complexa e pode conseguir particulas de 50 — 400 um. O gel termoreversivel da
gelatina & formado por gelificagdo a frio, apés dissolver em agua em alta
temperatura e resfriamento. A tipica gelatina possui 14% de umidade, 84% de
proteina e 2 % de cinzas (BUREY et al, 2008).

O ponto isoelétrico (pl) da gelatina pode variar em fungédo da sua forma de
obtencéo, em torno de 4,5 a 5,3 para gelatinas tipo B, obtida de hidrélise alcalina
(carbonato de sddio) de ossos, com um grupo funcional acido (acido succinico,
ftalico) e entre 7,0 a 9,4 na gelatina tipo A, originada da hidrélise acida (acido
cloridrico, sulfurico) de pele suina (grupos reativos os grupos amino) (POPPE,
1997; THIES, 1994).
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As gelatinas sdo utilizadas na encapsulagdo pelas propriedades de
formacéo de filme e emulsificagdo. As propriedades de um gel de gelatina como a
forca, ponto de fuséo e viscosidade vao depender da fonte, das condigdes de
processamento, da matéria-prima, da concentragéo da gelatina, do pH, do tempo
e temperatura de maturagdo (KOLODZIEJSKA et al, 2004; CHOI; REGENSTEIN,
2000; BUREY et al, 2008).

Possuem boa solubilidade em &gua, o que € interessante para o processo
de coacervacdo e se torna um material de parede resistente e que nao libera o
recheio em meio aquoso com a promogdo de sua coagulagdo atraves de
temperatura ou pH. As proteinas dissociadas em agua possuem cargas elétricas
dependentes do pH da solugéo e do seu pl (Figura 8), por isso a necessidade de
controle de pH no processo da coacervagdo e pl alto da gelatina, garantindo
grande quantidade de cargas positivas para a coacervagao com polissacarideos
carregados negativamente (SANGUANSRI; AUGUSTIN, 2007).
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Figura 8: Esquema de aminoacidos em diferentes pH. (a): pH > pl, forma anidnica;
(b): pH < pl, forma catiénica
Fonte: Adaptado de ESTRUTURA, 2010
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2.2.2 Goma Arabica

As gomas sdo normalmente utilizadas na industria de alimentos e a goma
arabica tem sido muito utilizada para encapsular 6leos e substancias volateis
devido as boas propriedades emulsificantes, formagao de filme e desidratante
(LEE; YING, 2008).

O termo goma é utilizado para referir-se a polissacarideos ou seus
derivados, obtidos a partir de plantas (exsudados, sementes, algas). A obtencao
da goma arabica de plantas do género Acdcia ocorre a partir da exsudagao das
arvores como resposta a algum dano a planta. A goma arabica, também
denominada por goma indiana ou goma acacia, € a mais antiga das gomas
conhecidas (2.650 a.C.) (BUENO, 2008; PRATA, 2006; CELIS, 2009).

Com sua estrutura ramificada (Figura 9), este polissacarideo acido possui a
cadeia principal formada por unidades de D-galactopiranose unidas por ligagées
glicosidicas em B-D(1->3), a qual estéo ligadas cadeias laterais com diferentes
estruturas quimicas. Essas sdo formadas por D-galactopiranose, L-ramnose, L-
arabinose e acido D-glucurdnico, ligadas a cadeia principal por ligagées p(1->6). O
polissacarideo natural esta na forma de sal, que por acidificagdo é transformado
no acido correspondente, acido arabico. Mesmo sendo bastante hidrossollvel,
devido ao baixa massa molecular (aproximadamente 250.000 Da) e estrutura
ramificada forma solucdes pouco viscosas e emulsdes aquosas muito estaveis
(SHAHIDI; HAN, 1993; BOBBIO; BOBBIO, 1992b).

A goma arabica possui duas fragbes com estruturas quimicas diferentes,
sendo uma principal (70%) composta por cadeias de polissacarideos com pouco
ou nenhum material nitrogenado e a segunda fragéo, relacionada as propriedades
emulsificantes e estabilizantes sendo formada por aproximadamente 2% de
proteina ligada covalentemente ao polissacarideo. Em pH acima de 22 é
negativamente carregada e a baixos pH (< 2,2) a dissociag&o dos grupos carboxila
é suprimida (BUENO, 2008; PRATA, 2006; CELIS, 2009).
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Figura 9: Estrutura molecular da goma arabica.

® .galactose p(1>6)M: galactose B(1->3); A: arabinose; R1:ramnose - acido
glucurdnica — arabinose - acido metilglucurénico; R2: galactose - arabinose; R3:
arabinose - arabinose. Fonte: CELIS, 2009

As principais espécies produzidas s&o Acdcia senegal, Acdcia seyal e
Acacia laeta. Elas possuem composi¢do quimica e propriedades fisicas diferentes
e alguns parametros analiticos importantes estdo no Quadro 3. A espécie mais

utilizada para microencapsulagdo & a Acdcia senegal.

Quadro 3: Parametros analiticos das principais espécies de goma arabica

Parametros Acdcia | Acdcia | Acécia
senegal | seyal laeta

Nitrogénio (%) 0,29 0,14 0,65

Metoxila (%) 0,25 0,94 0,35

Composicdo sacaridica apos
a hidrdlise (%)

Galactose 44 38 44
Arabinose 27 46 29
Rhamnose 13 4 13
Acidos Glucurdnicos 14,5 6,5 10,5
4-0- Acidos Metilglucurénicos 1,5 5,5 3,5

Fonte: GLICKSMAN, 1983
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Como a maioria dos materiais de recheio € insoluvel em solugdes aquosas,
a formacgéo de emulsbes é necessaria e se torna uma propriedade significativa
para levar em consideragao na selecdo de um material de cobertura adequado. A
goma arabica possui vantagens por ter esta propriedade emulsificante em ampla
faixa de pH, além de outras como texturizacdo, formagéo de filme ao redor das
goticulas de oleo e propriedades ligantes (LEE; YING, 2008; SHAHIDI; HAN,
1993; PRATA, 2006; GHARSALLAQUI et al, 2007).

2.3 MATERIAL DE RECHEIO

O material de recheio €& qualquer material que necessite de protecéao,
isolamento do meio e/ou liberagdo modulada em determinado local desejado. Na
técnica de microencapsulagdo por coacervagdo complexa, as caracteristicas para
um material de recheio sdo bastante amplas, podendo estar em qualquer estado
fisico: liquido, soélido, gasoso, ser uma dispersao ou uma emulsdo complexa.
Muitos materiais de recheio na area farmacéutica tém recorrido a esta técnica. Na
area de alimentos existem trabalhos realizados sempre com materiais mais
sensiveis como acidulantes, aromatizantes, corantes naturais, temperos,
adocantes, vitaminas e minerais, lipidios, enzimas e microrganismos
(SANGUANSRI; AUGUSTIN, 2007).

2.3.1 Oleo de Linhaca

A semente de linhaga (Linum usitatissimum L.), em inglés “flaxseed”, & um
gréo oleaginoso de cor marrom ou amarelo dourado tipico do sul do Canada e
norte dos EUA. O 6leo da linhaga possui grande teor de acidos graxos 6mega 3
(n-3), em torno de 57% na forma de acido graxo a-linolénico (C18:3 n-3 - ALA)
(AMAYA-FARFAN, 2001).

O grao de linhaga tem aproximadamente 40% do seu peso composto por
6leo sendo que o a- linolénico (C18:3 n-3 - ALA) compoe cerca de 20% e o a-

linoléico (C18:2 n-6 - AL) aproximadamente 6% do peso do grdo. O grdo também
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contém acidos graxos monoinsaturados (oléico, gadoléico) e saturados (palmitico,
estearico, araquidico, behénico e lignocérico) (CHOO; BIRCH; DUFOUR, 2007).

A acdo da linhaga como alimento funcional ha tempos vem sendo
investigada pelo balango interessante de n-6/n-3, possuindo grande quantidade de
ALA (n-3) e pequena quantidade de AL (n-6), permitindo alterar o perfil lipidico dos
alimentos contendo o o6leo de linhaga como ingrediente.

Como todos os o6leos, o 6leo de linhaga ndo se mistura em agua sendo a
microencapsulagdo uma solugéo interessante no intuito de transformar um
ingrediente ndo miscivel em agua em um ingrediente miscivel por estar em
particulas bem pequenas 10 — 500 um, desta forma ampliando os produtos para
aplicacdo e incremento nutricional (LI et al, 2003).

O ¢leo de linhaga utilizado em produtos funcionais & obtido por extragao a
frio, utilizando prensagem das sementes. Os microencapsulados de oleo de
linhaga s&o dispersiveis em agua fria e estaveis (OOMAH; MAZZA, 1998).

A microencapsulacéo do 6leo de linhaga apresenta vantagens tecnologicas
em relagdo ao uso direto do 6leo em aplicagdes em produtos alimenticios. A
protecdo a oxidagdo pelo encapsulamento permite uma maior vida de prateleira
dos produtos e a alteragdo de estado fisico para p6 amplia a linha de produtos
para aplicacdo. Com isto, uma vasta linha de produtos funcionais com balango n-
6/ n-3 adequado nutricionalmente pode ser produzida. Pelser et al (2007),
obtiveram resultados de rancidez do éleo de linhaga encapsulado menores que do
6leo ndo encapsulado. A firmeza da salsicha com ¢leo de linhaga ficou menor e
com encapsulado de 6leo de linhaga, maior que padréo, devido a presenca de
carboidratos da parede das microcapsulas. Em relagdo a avaliagdo sensorial,
obtiveram 6timos resultados com o uso de éleo de girassol e microencapsulado de
6leo de linhaga na substituicdo de 20% de gordura de porco na fabricacéo de
salsicha.

Segundo Li et al (2003), pdes com adigdo de acidos graxos n-3 de cadeia
longa microencapsulados n&o tiveram diferenga em relagéo a biodisponibilidade

dos pées utilizando a forma nao microencapsulada. E estudos com baixa dose de
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acidos graxos n-3 de cadeia longa microencapsulados (98 mg/dia) presentes em

paes, mostraram uma melhoria significativa nos niveis plasmaticos.

2.3.2 Oleoresina de Paprica

Oleoresina de paprica € o extrato liquido obtido em forma de 6leo viscoso
do pigmento do pimentao de cor vermelha forte e brilhante, obtido a partir de frutos
secos da espécie Capsicum annum L. (BORGES; PINO; FERNANDEZ, 1997;
SANTOS, 2003).

E utilizado como corante natural em muitos produtos alimenticios sendo os
pigmentos responsaveis pela coloragdo B-caroteno, criptoxantina, zeaxantina e
luteina (amarelos) e capxantina e capsorubina (vermelhos) que compreendem de
70 a 80% do total de carotenodides da paprica (SANTOS, 2003).

Por sua caracteristica fisica (liquido) tem maior aplicabilidade, maior
uniformidade da coloragdao nos produtos, maior estabilidade e intensidade da cor
em relagdo ao corante em po, pois o teor de pigmentos totais pode ser até dez
vezes superior ao encontrado na paprica moida (BORGES; PINO; FERNANDEZ,
1997; SANTOS, 2003).

Por ser um material hidrofébico do tipo lipidio, pode ser facilmente diluido
em outro lipidio e servir como corante de um recheio hidrofébico de microcapsula.
Uma pequena quantidade ¢ suficiente para se conseguir transformar a coloragéo
amarelada do lipidio em alaranjada. Esta coloragéo ao recheio lipidico auxilia no
controle de processo e nas andlises microscopicas além de ser um parametro
para avaliagdo da oxidacdo das microcapsulas.

A oleoresina de paprica como 0s corantes naturais sé&o muito sensiveis a
oxidacdo, necessitando protecéo contra fatores como luz, oxigénio e temperatura
que se reflete em perda ou alteragdo da cor original, diminuindo sua vida util
(SANTOS; FERREIRA; GROSSO, 2000).
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2.4 RETICULAGAO

Apo6s a formagdo das microcapsulas por coacervagao complexa, a parede
do biopolimero pode receber um tratamento chamado reticulagdo ou "cross-
linking” com o intuito de deixa-la mais rigida, evitando a liberagao do recheio.
Ocorrem ligagdes cruzadas, geralmente entre a proteina e o agente reticulante
que alteram a rede polimérica e as propriedades de barreira das paredes das
microcapsulas, proporcionando o controle da liberagéo do recheio. A formagao de
ligacbes covalentes podem ser intra e intermoleculares, os agentes reticulantes
podem ser quimicos ou enzimaticos e os processos de reticulagdo podem ser
quimicos, fisicos e enzimaticos (SHAHIDI; HAN, 1993; LECLERCQ; MILO;
REINECCIUS, 2009).

Segundo Cristiano (2009), mesmo um pequeno numero de ligagoes
cruzadas entre as cadeias de polimeros é suficiente para impedir a separagao
destas e sua dissolug&o.

Na composicdo das proteinas, entre os grupos de aminoacidos, os residuos
das aminas usualmente estdo expostos e sdo muito reativos, sendo estes os mais
utilizados pelos agentes reticulantes (CELIS, 2009).

Os agentes quimicos utilizados para reticulagdo com proteinas sao
glutaraldeido (bastante eficiente), gliceraldeido, formaldeido e o glioxal, porém nao
sdo permitidos para uso em alimentos. Os tratamentos fisicos podem ser
dehidrotérmico (DHT), fotoxidag&o, microondas e irradiacéo ultravioleta. Entre as
enzimas, a transglutaminase (TG) esta sendo estudada como opgdo de uso em
produtos alimenticios. Entretanto ha poucos resultados favoraveis de agentes
reticulantes para alimentos (LEE; YING, 2008; CELIS, 2009; CRISTIANO, 2009).

2.4.1 Transglutaminase

Uma opcdo com muito progresso nos estudos como agente reticulante de
proteina permitido para uso em alimentos é a enzima transglutaminase (TG),
contudo ha poucos trabalhos na literatura que utilizam esta enzima para alterar

propriedades de barreira de microparticulas para efeito de liberagao controlada.
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Um processo de obtengéo desta enzima foi desenvolvido por fermentagéo
microbiana (Streptoverticillium sp. e Streptomyces sp), tornando mais acessivel
para escala industrial e consequentemente mais adequada para uso, em relagédo
ao custo de aplicacdao (CARVALHO; GROSSO, 2004).

A transglutaminase (TG) (E.C. 2.3.2.13; R-glutamil-peptideo: amina g-
glutamil transferase) catalisa reagbes de acil transferéncia, formando ligacdes
cruzadas intra e intermoleculares em proteinas, peptideos e aminas primarias,
principalmente através de ligagdes covalentes entre residuos de glutamina e lisina.
Dependendo da molécula receptora, trés reacdes diferentes podem ocorrer.
Primeiro, os grupos €-amino de residuos de lisina podem servir como substratos
para formar ligagdes isopeptidicas intermoleculares ou intramoleculares. Na
segunda reagdo, outras aminas primarias podem servir como receptores acil. A
terceira reagdo é a deaminagdo da glutamina, onde as moléculas de agua sao
usadas como receptoras resultando na conversdo de glutamina em &cido
glutamico. A taxa de ligagdes cruzadas pela TG e dependente da estrutura
macromolecular de cada substrato de proteina, uma vez que os residuos reativos
estdo inseridos em regides flexiveis da cadeia (CELIS, 2009; CARVALHO;
GROSSO0, 2004; CHAMBI; GROSSO, 2006; MACEDO; SATO, 2005).

A enzima transglutaminase, obtida a partir de microorganismos apresenta
uma faixa ampla de pH para acéo (4 - 9), sendo valor de 6tima atividade entre pH
5-8 e temperatura de 50C (CELIS, 2009).

2.5 CARACTERIZACAO DAS MICROCAPSULAS

A composicdo quali-quantitatva e o método de preparagédo das
microparticulas s&o fatores determinantes do didmetro médio e da polidispersao.
Através de monitoramento das mudancas na distribuicdo de tamanho de particulas
pode-se avaliar a tendéncia a agregacédo e sedimentagdo das microparticulas
dispersas, em fungéo do tempo (SCHAFFAZICK; GUTERRESS, 2003).

Para que seja feita uma avaliagdo global do processo de caracterizag&o

morfolégica das microcapsulas, o uso de microscopia ¢tica € um método de
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analise fundamental. Analisa a eficiéncia do processo de encapsulagéo, ou seja, a
real formagao das microcapsulas, a integridade da parede e o tamanho das
particulas. Variagbes nos parametros do processamento podem acarretar
mudangas na morfologia das microcapsulas, que por sua vez podem interferir nas
caracteristicas do produto final e na estabilidade (SANTOS, 2003).

Além das propriedades estruturais, distribuicdo de tamanho de particula,
composicdo de parede e recheio s&o estudados o comportamento de liberagao, as
propriedades fisicas e a estabilidade desejadas para sua aplicac@o especifica.
Estes estudos sdo realizados por meio de analises microscopicas (microscopias
otica (MO) e eletrénica de varredura (MEV), térmicas, de raio-X, cromatograficas e
espectroscopia (composigdo da parede, composi¢do e liberagdo de recheio,
estabilidade), compresséo estatica e resisténcia ao cisalhamento, entre outras
(THIES, 1994).

2.6 ESTUDO DA LIBERACAO DO RECHEIO DA MICROCAPSULA

Em relagdo a liberagdo do material de recheio de uma microcapsula, esta
pode ocorrer de diferentes formas e ndo existe um tipo de curva de liberagao que
satisfaca todas as necessidades. Além disso, os dados reais de liberagéo tendem
a se desviar das curvas de liberagéo idealizadas. A liberagéo pode ocorrer de
diferentes formas, podendo-se representar quatro modelos teéricos de liberagao: o
primeiro considera a existéncia de um mecanismo de disparo que inicia a
liberagdo. Este disparo se da pela presenca de uma forga externa, como luz, calor,
pH e degradagdes quimicas da capsula; o segundo mecanismo assume que a
parede da capsula atua como reservatério, supondo que a taxa de liberagc@o é
constante; o terceiro modelo pressupde a migragdo através da parede, mas
considera um efeito adicional de liberagdo ocasionado por pequenos rompimentos
na estrutura da capsula; o quarto modelo considera a parede como uma
membrana semipermeéavel, seletiva a diferentes massas moleculares (THIES,
1994; SANTOS, 2003).
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Em cada uma destas teorias, dependendo do mecanismo, a liberagéo dos
componentes pode ocorrer por fratura, difuséo, dissolugdo ou por biodegradagéo.
A parede da microcapsula pode ser fraturada ou quebrada por presséo,
cisalhamento e ultrassom, ou pela permeabilidade. A difusdo ocorre por gradiente
de concentracdo dos meios ou forgas atrativas entre cadeias. A dissolugéo ocorre
pela acdo de um solvente ou por calor. E a biodegradag¢do ocorre quando o
material &€ susceptivel a mecanismos degradativos, como por exemplo, a agéo de
enzimas. Portanto, a liberagdo ocorre em algum local especifico e/ou em resposta
a estimulos ambientais especificos (pH, forga ibnica ou temperatura)
(MCCLEMENTS; 2005; SHAHIDI; HAN, 1993).

3 EMULSOES

A grande maioria dos alimentos é formada por dois ou mais componentes
imisciveis que possuem uma camada limite entre as duas fases, a fase dispersa
(pequenas goticulas ou particulas) e a fase continua (onde estdo dispersas),
formando sistemas monofasicos (solugdes verdadeiras) ou sistemas polifasicos
(suspensdes e dispersbes coloidais). Sistemas polifasicos com particulas
dispersas com tamanhos maiores que 10 cm denominam-se suspensées e entre
10° e 10* cm, dispersdes coloidais. As emulsées sdo dispersdes coloidais
liquido/liquido podendo ser tipo 6leo em agua (O/A) e dgua em oleo (A/O) e s&o
encontradas em produtos alimenticios de grande importancia como leite, creme de
leite, manteiga, margarina, maionese, molhos para salada, salsicha, bolos e
sorvetes (BOBBIO; BOBBIO,1992a; FELLOWS, 2006).

Mesmo que a emulsificacdo leve a formagdo de uma emulsdo estavel pela
mistura intima de dois ou mais liquidos imisciveis, de forma que um (a fase
dispersa) é transformado em goticulas muito pequenas no interior do segundo (a
fase continua), as emulsdes sdo termodinamicamente instaveis e com o tempo
podem apresentar alguma separagdo (FELLOWS, 2006).

A estabilidade das emulsdes é determinada pelo tipo e quantidade do

agente emulsificante, pelo tamanho dos glébulos na fase dispersa, pelas forgas

59



interfaciais das superficies dos globulos, pela viscosidade do sistema, pela
diferenga entre as densidades das fases dispersa e continua e pela relagao entre
os volumes das fases (BOBBIO; BOBBIO,1992a; FELLOWS, 2006).

A alteracdo na relagéo das densidades das fases pode levar a separagao
de uma fase pela coalescéncia das particulas dispersas formando agregados de
dimensdes crescentes que podem vir a se precipitar. A velocidade de precipitagao
dependeré da viscosidade do sistema, das densidades das fases e das dimensoes
das particulas dispersas, seguindo a equagdo de Stokes (Equagéo 2), que

descreve a velocidade de sedimentagéo das particulas dispersas:

V=2r’(d-d.g (Equagéo 2)
9 n

n = viscosidade da fase continua
r = raio médio das particulas
d e d, = densidades da fase dispersa e da fase continua
g = aceleragao da gravidade
Sendo assim, quanto mais viscoso o sistema e mais proximas as
densidades das fases, mais demorada a separagao das fases. Observa-se que, de
acordo com a Equacdo de Stokes (Equagdo 2), a velocidade de sedimentacao é
diretamente proporcional ao tamanho das particulas na fase. Portanto, a redugéo
do tamanho das goticulas é de grande importancia para a manutengao da
estabilidade fisica de um sistema emulsionado (FELLOWS, 2006; SOUZA, 2003).
A forca interfacial das superficies dos globulos com a fase continua
chamada de tensao interfacial € de grande importancia para o entendimento da
estabilidade das emulsdes. Para uma maior estabilidade do sistema, € necessaria
maior area superficial da fase dispersa em contato com a fase continua, ou seja,
introduzir energia no sistema e reduzir o tamanho das particulas dispersas
utilizando homogeneizadores. Os agentes emulsificantes formam micelas ao redor
de cada goticula, desta maneira reduzem a tensao interfacial entre as fases e
evitam a coalescéncia das particulas (quanto maior a tenséo interfacial entre as

fases, mais dificil formar e manter a emulséo estavel) (FELLOWS, 2006).
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3.1 SURFACTANTES

Os compostos quimicos que reduzem a tenséo superficial de um liquido s&o
conhecidos como “surfactantes”, “emulsificantes” ou “detergentes” e existem na
forma natural como alcoois, fosfolipidios e proteinas, porém os sintéticos possuem
atividade superficial maior e s&o utilizados em quantidades muito pequenas para
criar emulsdes. Possuem moléculas polares (ou hidrofilicas) em uma extremidade
e nao-polares (ou lipofilica) na outra, portanto em uma emulséo, as moléculas se
posicionam na superficie das particulas dispersas, com a terminagao polar na fase
aquosa e a nao-polar na fase oleosa (FELLOWS, 2006).

Os surfactantes atuam na formacdo das emulsdes através de trés
mecanismos como: a reducdo da tensdo interfacial objetivando a estabilizagéo
termodindmica; a, formacao de um filme rigido interfacial, com propriedades
eletrostaticas em torno dos glébulos da fase interna, sendo uma barreira mecanica
para a coalescéncia; e a formacado de uma dupla camada elétrica sendo uma
barreira contra a aproximacao dos glébulos (SOUZA, 2003; MORAIS, 2008).

O tipo de emulsado que se formara com a adi¢do de um surfactante depende
do equilibrio entre as propriedades hidrofilicas e lipofilicas. A escolha dos agentes
surfactantes para o preparo de emulsdes foi realizada durante muito tempo por
métodos empiricos e experimentais. Para sistematizar esta escolha, Griffin (1949),
desenvolveu um processo caracterizado pelo equilibrio hidrofilico — lipofilico
(Hidrophilic Lipophilic Balance - HLB) (SOUZA, 2003).

A razdo entre as porcentagens em peso de cada grupo (hidrofilico e
lipofilico) na molécula é que se determina o valor de HLB do surfactante, sendo
classificado segundo o Quadro 4 (BOBBIO; BOBBIO,1992a; FELLOWS, 2006).

Os agentes surfactantes s&o classificados em polares, pois possuem
grupos polares que se ligam & agua produzindo emulséo O/A e n&o-polares que
sdo absorvidos em éleo produzindo emulsdo A/O. Entre os polares também sé&o
classificados em iénicos e nao—iénicos. Os do tipo idnico possuem diferentes
atividades superficiais em diferentes pH devido a diferenga em seu

comportamento de dissociagdo e podem ser anidnicos, catiénicos e anfoteros. A
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atividade dos emulsificantes nao-iénicos & independente do pH pois possuem
grupo polarizado, mas n&o ionizavel. A porg&o hidrofobica pode ser um grupo
alquil e a porgéo hidrofilica da molécula pode ser representada por grupos alcool

ou polivis, como glicerol ou sorbitol, amidoglicol, como dietalonamina ou poliglicol,

como o polietileno glicol ou polipropileno glicol (FELLOWS, 2006; SOUZA, 2003).

Quadro 4 : Classificagéo de alguns surfactantes em fungéo do HLB

Surfactante

Valor HLB

Caracteristicas

Utilizacao

Iénicos

Fosfolipidios

Sais de potassio/sddio do acido oléico
Proteina

Nao-iénicos

Monoestearato de glicerol

Monooleato de sorbitana (span 80)
Monooleato de polioxietileno (20)
sorbitana (tween 80)

Hidrocoloides

Alginatos

Metilcelulose

> 11
18-20

<8
2,8
4,3

15,0

8-12

Hidrofilicos

Hidrofébicos

Hidrofilicos

Intermediarios

Emulséo
O/A

Emulsao
A/O

O/A

Umectantes

Goma arabica
Goma guar

Carragena

Fonte: FELLOWS, 2006; BOBBIO; BOBBIO,1992a.

No caso dos surfactantes aniénicos, o grupo polar € constituido por &@nions
e o grupo apolar por cadeia alifatica, ramificada ou linear (sabdes, aquil-sulfatos e
fosfatos). No caso dos catiénicos, o grupo polar é formado por um cation e o grupo
apolar por uma cadeia alifatica, linear ou ramificada. E no caso dos anféteros, seu
poder tensoativo e emulsificante sdo dependentes do pH do meio. No ponto
isoelétrico estes compostos anfoteros apresentam comportamento nao-idnico e
dependendo do pH do meio exibem as propriedades de grupo polar catiénico ou
anidnico (SOUZA, 2003).
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3.2 POTENCIAL ZETA

Em uma particula dispersa, a carga elétrica se origina dos grupos ionizaveis
presentes do tipo -COOH e —NH; dependendo das condigbes de dissociagdo no
sistema e também da adsorcéo de ions ou de moléculas polares sobre a particula.
Os anions sao menos hidratados que os cations tornando-os com menores
volumes e consequentemente maior facilidade de serem adsorvidos (BOBBIO;
BOBBIO,1992a).

A particula dispersa carregada atraira ions de carga contraria (contra-ions)
qgue poderao ser adsorvidos na superficie formando uma camada correspondente,
em sua espessura maxima, ao raio desses ions hidratados. Esses ions formam
camadas densas (Camada de Stern) e a medida que se afastam da superficie da
particula ionizada vao diminuindo a intensidade. Ao sofrer qualquer movimentagé&o
por acdo de um campo elétrico ou por agitagdo, esta particula ionizada ira levar
uma parte dos ions adsorvidos e esta interface é chamada de plano de ruptura ou
cisalhamento, conforme Figura 10. A diferenca de potencial entre a superficie da
particula dispersa e a superficie do plano de ruptura € o potencial zeta (§)
(BOBBIO; BOBBIO,1992a). O potencial zeta € uma medida da estabilidade de
uma disperséo sendo valores altos (negativo ou positivo) indicam dispersées mais
estaveis e valores baixos indicam instabilidade coloidal que pode levar a
agregacao (SALOPEK; KRASIC; FILIPOVIC, 1992).

A medida do potencial zeta é feita através de uma medida indireta, a
técnica de mobilidade eletroforética. A suspensao coloidal diluida a ser analisada
é introduzida em uma cuba com dois eletrodos e aplica-se um potencial elétrico a
suspensdo. As particulas com carga elétrica liquida se deslocam na diregéo do
eletrodo de carga contraria, tdo mais rapidamente quanto maior a sua carga
elétrica e maior o campo elétrico aplicado. O quociente da velocidade de
deslocamento pelo campo elétrico chama-se mobilidade eletroforética, expressa
em m?/V.s. Através de equacdo matematica esse valor se transforma em potencial
zeta. Aparelhos de concepgdo mais moderna usam um laser modulado e medem

o deslocamento doppler na luz espalhada pelas particulas (HOBECO, 2004).
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Superficie da particula
Piano de Stern
Superficie de cisalhamento

o ¥ ©

R 2
\ Camada difusa
Camada de Stern

Potencial

0

& 1/« Disténcia
Figura 10: Representagdo esquematica da estrutura da dupla camada elétrica
Fonte: SHAW, 1975

Segundo Souza (2003), a estabilidade de uma emulsao ¢ consequéncia da
dupla camada elétrica (Camada de Stern) na superficie das particulas dispersas.
Se duas particulas de um material insoltivel ndo possuem dupla camada, estas
podem se aproximar o suficiente para que a forga atrativa de Van der Waals
possibilite a sua jungdo. Mas se as duas particulas tiverem dupla camada, elas se
repelem a grandes distancias de separagao, uma vez que, a medida que elas se
aproximam, a distancia entre as cargas iguais € menor do que a distancia entre as
cargas diferentes. Esta repulsdo impede uma proximidade maior das particulas e
estabiliza o sistema.

Neste sentido, como os surfactantes formam uma pelicula que envolve as
particulas dispersas, podem atrair cargas positivas ou negativas, dependendo de
suas caracteristicas, ou seja, a presenga de surfactante ira interferir nas

caracteristicas da dupla camada formada.
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4 DESEMULSIFICACAO

Todas as emulsdes sdo termodinamicamente instaveis e tendem a se
romper com o tempo, resultando em duas fases liquidas separadas. Existem
diversos mecanismos de desestabilizacdo, sendo os principais a cremeacéo
gravitacional, sedimentacéo, floculacao e coalescéncia das gotas (Figura 11).

A floculacao € um processo de adesao mutua entre os glébulos da fase
dispersa, formando flocos sem a destruicdo das gotas individuais, mantendo o
filme interfacial e formando uma rede bidimensional. Quando as paredes das
gotas sao destruidas existe a formagcdo de gotas maiores, perdendo a
individualidade das gotas iniciais, trata-se do processo conhecido como
coalescéncia, um processo irreversivel.

A cremeacio é o fendbmeno em que as particulas da emulséo tendem a se
separar do corpo da emulsdo, por agcdo da gravidade e pela diferenga de
densidade entre a fase dispersa e dispersante da emuls&o. Ja na sedimentagéo,
as gotas sdo mais densas do que o meio continuo entdo sedimentam
(PERRECHIL, 2008; SOUZA, 2003; MORAIS, 2008).

Emulsdo | O
cineticamente O O

estavel o

Cremeacdo Sedimentacdoc Floculacdo Coalescéncia

Figura 11: Representagdo esquematica dos mecanismos de instabilidade das

emulsdes O/A.
Fonte: MCCLEMENTS, 2005; PERRECHIL, 2008
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Além da camada de Stern, existe a agua de hidratagéo que dificulta a
aproximacdo entre as particulas. Para particulas dispersas hidrofilicas, a agua de
hidratacdo pode deixa-las estaveis a menos que um sal com suficiente forca idnica
para reduzir o potencial zeta e com capacidade de competir pela agua de
desidratacdo seja adicionado, causando a precipitagdo da particula,
desestabilizando o sistema. No caso de particula dispersa lipofilica, a
desestabilizagdo e precipitagdo s6 dependerdo da alteragéo do potencial zeta
(BOBBIO; BOBBIO,1992a).

A desemulsificacdo é necessaria em muitas aplicagdes tecnologicas como
em tintas, industria do petroleo e de tratamento de efluentes. Alguns metodos
utilizados sao classificados como fisico-quimicos, elétro-mecénicos, ou a
combinacdo deles, como o uso de aditivos quimicos para quebrar a emulséo,
separagdo gravimétrica, coalescéncia eletrostatica, centrifugagéo, filtragao,
aquecimento, congelamento e agitagdo intensa. O aumento da freqléncia de
contato das goticulas dispersas e a alteragdo das propriedades interfaciais das
camadas adsorvidas nas superficies das goticulas, resulta no aumento da taxa de
coalescéncia dos dispersados (ABDURAHMAN; YUNUS; JEMAAT, 2007; SOUZA,
2003; CHEN et al, 2000).

O aumento da concentracdo de eletrélito (desemulsificador) em uma
emulsdo aumenta o efeito de afastamento e faz com que a camada difusa se torne
mais compacta, diminuindo rapidamente o potencial zeta (SHAW, 1975). A
concentracdo de eletrdlitos necessaria para vencer a repulséo e permitir a
coagulacdo depende, primariamente, da valéncia dos ions de carga oposta.
Eletrolitos contendo ions trivalentes requerem baixa concentragé@o para induzirem
a coagulagdo, enquanto que, para ions bivalentes e monovalentes, a
concentragdo é maior (SOUZA, 2003).
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CAPITULO 2

ESTUDO DA DOSAGEM DE SURFACTANTES E VALORES DE HLB
(“HIDROPHILIC LIPOPHILIC BALANCE”) EM EMULSOES DE OLEO DE
LINHACA E GOMA ARABICA PARA PRODUCAO DE MICROCAPSULAS POR
COACERVAGCAO COMPLEXA
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1 INTRODUCAO

O processo de coacervagdo complexa se inicia com a formagéo de uma
emulsdo 6leo em agua (O/A) com a adigdo do material de recheio (6leo) a uma
das partes do material de parede (solugado aquosa de goma arabica ou gelatina)
(THIES, 1994; SHAHIDI; HAN, 1993; OLIVEIRA, 2007; GOUIN, 2004; DONG et al,
2007).

Por isto, a caracterizacdo das propriedades do sistema de emulsdo O/A
antes da coacervacdo complexa € necessaria para entender o processo de
encapsulacio. Segundo Rabiskova et al (1994), a propriedade de superficie dos
6leos, particularmente a hidrofobicidade, influencia significativamente na absor¢ao
do 6leo no coacervado, ou seja, a relacdo hidrofilicidade/ lipofilicidade da interface
das gotas de oleo ira afetar a absorgdo das gotas de oleo pelo sistema
coacervado.

A reducao da energia livre interfacial (AE) é considerada a forga motriz na
interagdo da fase coacervada e o material de recheio, e ¢ influenciada pela
variagao da éarea interfacial (AA) e a variagdo de energia interfacial (Ay), de acordo
com a Equacgéo 1.

AE= Ay AA (Equagéao 1)

De acordo com a equagdo, o aumento na area interfacial do material de
recheio ira aumentar sua absorgdo no coacervado, ou seja, menor tamanho das
gotas de recheio mais absor¢do pelo coacervado. A fase coacervada (rica em
polimeros) deve ter uma maior afinidade pelo material de recheio que a fase
equilibrio (diluida). Esta absorgao sera afetada pela tens&o interfacial e o angulo
de contato entre a interface do material de recheio com as duas fases (coacervada
e equilibrio), conforme equagéo de Young, Equagédo 2 (RABISKOVA et al, 1994).

Yot = Yoz *+ Yuie cos 6 (Equagéo 2)
onde: ycL1: tensdo interfacial entre material de recheio e fase de equilibrio; ycL2:
tensao interfacial entre material de recheio e fase coacervada; y.1.2: tenséo

interfacial entre fase de equilibrio e fase coacervada.
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A tens@o superficial de um liquido é a responsavel pela forma da gota do
liguido, que terd suas moléculas com maior tendéncia a estarem juntas quanto
maior a tensdo superficial. A tensdo superficial de um liquido puro pode ser
reduzida pela adicdo de uma substancia conhecida como surfactantes ou
emulsificantes (PRATA, 2006).

Os surfactantes, quando utilizados, serdo adsorvidos & interface das gotas
de dleo e alteram a relagéo de hidrofobicidade/lipofilicidade na interface, alterando
o valor de y da Equacéo 1. Deste modo, a presenca de surfactante pode alterar a
produgédo de microcapsulas por coacervagdo complexa e suas caracteristicas
(RABISKOVA et al, 1994).

Os surfactantes n&o idnicos sdo os mais comumente utilizados em
alimentos por questéo de segurancga alimentar e por seu uso ser permitido (KOGA
et al, 2002). S&o obtidos acoplando-se a porgéo apolar a uma fungédo nao ionizavel
com caracteristicas polares e ndo apresentam grupos ionizaveis em solugdes
aquosas (PRATA, 20086).

Para classificar os surfactantes ndo iénicos em grupos dentro dos quais
eles desempenham a mesma fungao existe o valor de HLB (hidrophilic lipophilic
balance ou balango hidrofilico lipofilico (BHL)) mostrado no Quadro 1, que é a
determinacao quantitativa da relacdo entre a porcédo polar (hidrofilica) e apolar
(lipofilica), definida por Griffin (1949).

Quadro 1: Valores de HLB e aplicagbes adequadas

HLB | Aplicacdo

3-6 Emulsificantes em emulsdes A/O

7-9 Agentes molhantes

8-18 Emulsificantes em emulsdes O/A

13-15 | Detergentes
15-18 | Solubilizantes

Fonte: Adaptado de KOGA et al, 2002
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Na area de alimentos os surfactantes s&o mais conhecidos como
emulsificantes e estdo classificados na lista de aditivos. Segundo a legislagao
brasileira, ANVISA - RDC 23, (BRASIL, 2005), especifica para categoria de
alimentos 6leos e gorduras, subcategoria creme vegetal e margarina, a dosagem
méaxima para emulsificantes como Span 80 e Tween 80 é de 1,0 %. Para
categoria de alimentos 13: Molhos e Condimentos, ANVISA - RDC n° 4, (BRASIL,
2007), a dosagem méaxima para emulsificantes como Span 80 € de 1% e Tween
80 de 0,5 %. Alguns permitidos para uso em alimentos estéo descritos no Quadro
Z.

Quadro 2: Surfactantes ndo ibnicos permitidos para uso em alimentos

Surfactante néo ionico Nome INS (%) HLB
Monooleato de sorbitana Span 80 494 4,3 A/O
Monoestearato de sorbitana Span 60 491 4,7 A/O
Monopalmitato de sorbitana Span 40 495 6,7 A/O
Monolaurato de sorbitana Span 20 493 8,6 O/A
Triestearato de polioxietileno (20) Tween 65 436 10,5 O/A
sorbitana polisorbato 65

Monoestearato de polioxietileno (20) Tween 60 435 14,9 O/A
sorbitana polisorbato 60

Monooleato de polioxietileno (20) Tween 80 433 15,0 O/A
sorbitana polisorbato 80

Monopalmitato de polioxietileno (20) Tween 40 434 15,6 O/A
sorbitana polisorbato 40

Monolaurato de polioxietileno (20) Tween 20 432 16,7 O/A
sorbitana polisorbato 20

Fonte: Adaptado de KOGA et al, 2002
(*): INS: International Numbering System

Os compostos do grupo Tween sdo ésteres de sorbitana etoxilados e agem
como tensoativos hidrofilicos, diferenciando-se com respeito ao acido graxo

presente em sua estrutura. O acido graxo presente na estrutura do Tween 80 é um
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oleato. Este surfactante € um liquido amarelo, solivel em agua e viscoso, com

<3
densidade de 1,064 g cm , massa molecular 1310 g/mol e sua estrutura quimica
estd mostrada na Figura 1 (ANDREANI, 2008).

HO-(CH2CH20)y-CHCH2-(OCH2CH2).-OCOC17Ha3

HO-(CH2CH20)x )
HO-(CH2CH20)w x+y+z+w=20

Figura 1. Estrutura quimica do Tween 80 (CggH124026)
Fonte: HARA et al, 1997

Os monoesteres de sorbitana, conhecidos como Span, sado representados
de acordo com a estrutura mostrada na Figura 2 e se diferenciam pelo radical R.
Sao compostos derivados da reacdo do sorbitol com um acido graxo e estes
compostos, assim como os Tweens se diferenciam-se em relagéo ao acido graxo
presente em sua estrutura. O Span 80 é um tensoativo lipofilico, sendo desta
forma soluvel ou dispersivel em 6leo. O acido graxo presente em sua estrutura

também é um oleato, e este surfactante ndo-iénico apresenta-se como um liquido

-3
amarelo claro, de densidade 0,840 g cm e massa molecular 428,61 g/mol

(ANDREANI, 2008).

Figura 2 : Estrutura quimica de Monoesteres de sorbitana - SPAN.

Span 20 — R:00C(C44Hz3) — Monolaurato de sorbitana; Span 40 - R: OOC(C15Ha1) — Monopalmitato
de sorbitana; Span 60 — R: OOC(C4;H35) — Monoestearato de sorbitana; Span 80 — R:
OOC(C7H33) — Monooleato de sorbitana (C25H4405)

Fonte: PELTONEN; YLIRUUSI, 2000
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Segundo estudos realizados por Koga et al (2002), existe uma relagao entre
o HLB do surfactante e a quantidade de &gua solubilizada ou tamanho de
particulas emulsionadas, sendo que particulas menores contribuem para
condi¢cdes melhores de emulsificagao.

Na busca por valores especificos de HLB, a mistura de surfactante de baixo
e alto valor de HLB pode originar sistemas mais perfeitos, formando pelicula
interfacial mais compacta e estavel, dando a emulséo maior consisténcia. Porém a
mistura de um emulsificante com valor muito alto de HLB e outro muito baixo pode
resultar em emulsdes instaveis.

Além da importancia do valor de HLB para a estabilidade, a afinidade
quimica entre os componentes da fase oleosa e os surfactantes presentes
também deve ser analisada. Neste sentido, surfactantes com a mesma origem da
fase oleosa serdo mais afins quimicamente (SOUZA, 2003).

O uso de surfactantes em emulsées com maior quantidade de agua e
maiores valores de HLB provoca a formagdo de espuma, que nao & um efeito
desejavel, ja que ocorre uma perda de rendimento no processo de coacervagao
complexa devido ao aprisionamento na superficie de particulas coacervadas pela
espuma formada. Muitos agentes surfactantes sdo em geral bons agentes
espumantes, j& que os fatores que influenciam a estabilidade da emulsao e a
estabilidade da espumas sdo semelhantes (SHAW, 1975).

Sais de calcio e magnésio presentes em agua dura s&o responsaveis por
reduzir a formagao de espuma de detergentes através dos cations de célcio e/ou
magnésio que reagem com o sal orgéanico dos detergentes/ surfactantes formando
compostos pouco soliveis que precipitam e assim diminuem sua concentracao e
seu poder de espumar. A composi¢do dos detergentes, surfactantes e do oleo
presente na emulsdo diferenciam o comportamento de formagao de espuma assim
como as respostas ao uso do calcio (MOL; BARBOSA; SILVA, 1995; LIM, 2009).

O cloreto de calcio (CaCly) é indicado como aditivo permitido pela ANVISA
— RDC n° 386 (BRASIL, 1999) e seu uso é de acordo com a quantidade suficiente

para obter o efeito desejado, sem limites definidos. Existem varios tipos de
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antiespumantes como 6leo mineral, silicone e algumas resinas, porém com
restricoes de uso em sistemas alimenticios (TRACTON, 2007).

Neste trabalho o objetivo foi estudar algumas concentrages de diferentes
surfactantes utilizados na emulsdo inicial do preparo da microcapsula por
coacervacao complexa, fixada como emulsdo de solugcdo de goma arabica e 6leo
de linhaga. O intuito foi definir os surfactantes (uma opg¢ao de HLB alto e outra de
baixo) e a concentragéo ideal para se obter emulsbées estaveis a serem utilizadas

na producdo das microcapsulas.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

Goma arabica INSTATGUM AB (Acacia Senegal) — CNI Colloides Naturais
Brasil; éleo de buriti — Chemyunion; 6leo de linhaga - Cisbra Alimentos; 6leo de
peixe comercial (ROPUFA ®, 75 6leo de peixe de origem marinha - DSM
Nutritional Products — (42% EPA e 22% DHA); surfactantes - Croda do Brasil dos
seguintes tipos: Monooleato de polioxietileno de sorbitana — polisorbato 80 ou
Tween 80 (HLB 15), Monoestearato de polioxietileno de sorbitana — polisorbato 60
ou Tween 60 (HLB 14,9), monooleato de sorbitana - Span 80 (HLB 4,3),
Monopalmitato de sorbitana - Span 40 (HLB 6,7); Cloreto de calcio Dehidratado
Nuclear - PAACS (CaCl, * 2H20 — PM 147,02).

2.2 EQUIPAMENTOS
2.2.1 Equipamentos utilizados nos processo e determinag6es analiticas

Para a elaboragdo das emulsdes foi utilizado homogeneizador Ultraturrax
TP 18 - IKA-WERK (velocidade de agitagéo fixa de 20.000 rpm), Balanga Analitica
Ohaus modelo Adventurer. Para a determinagéo do potencial zeta e condutividade

das emulsdes foi utilizado Zeta Sizer Nano Series Nano ZS — Malvern Instruments
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(Inglaterra). Este equipamento foi utilizado na Faculdade de Engenharia Quimica

da UNICAMP.

2.3. METODOS

2.3.1 Metodologia para elaboracao das emulsées e avaliacao da estabilidade

A emulsdo (O/A) definida foi uma solugdo de goma arabica (2,5%, m/m)
adicionada ao 6leo de linhaca (2,4%, m/m) com o sistema de surfactantes,
homogeneizados em Ultraturrax a 20.000 rpm durante 1 minuto, condicoes
semelhantes a primeira etapa do processo de coacervagao complexa.

Para se determinar sistemas adequados de emulsbes estaveis utilizando
surfactantes, com baixo HLB e com alto HLB foi utilizado Delineamento Composto
Central Rotacional (DCCR) de 2 variaveis, a = 1,41 e 3 pontos centrais, com 0s

niveis expostos na Tabela 1.

Tabela 1: Niveis das variaveis independentes do delineamento estatistico para

avaliacido da estabilidade das emulsdes de solugdo de goma arabica e oleo de

linhaga
Niveis
Codificagdo Variaveis Independentes
-a -1 0 +1 +
X1 Concentracgao de surfactante (%) 0,10 0,38 1,05 1,72 2,00
X2 Valor de HLB 430 4,93 645 7,97 8,60

T |a|=1,41.

Em testes preliminares com Span 80, Span 40, Tween 80 e Tween 60
definiu-se a utilizagdo somente de Span 80 (HLB 4,3) e Tween 80 (HLB 15) para a
composigao dos diferentes valores de HLB através de balanco de massa,
Equacdo 3. Os outros surfactantes formaram muita espuma interferindo

negativamente no sistema.
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x1* HLB1 + X *HLB, = HLByeq (Equag&o 3)

onde: x4 : % de surfactante Span 80; HLB+ : HLB Span 80; x2: % de surfactante
Tween 80; HLB2: HLB Tween 80; HLBq : valor de HLB requerido

As concentragdbes foram pré-definidas de acordo com trabalhos de
Vanichtanunkul; Vayumhasuwan; Nimmannit (1998), Zanin et al (2002), Gan;
Cheng; Easa (2008), Vaziri; Warburton (1994) e Kong et al (2009) e os valores da
faixa de HLB foram baseados nos melhores resultados de Rabiskova; Valaskova
(1998).

A adicao dos surfactantes foi feita de acordo com estudos de Lin (1968)
seguindo a afinidade do emulsificante a fase a ser adicionado, sendo assim, o
Span 80 foi adicionado ao 6leo e o Tween 80 a solugdo de goma arabica, antes da
formagéo da emulséo.

Com adequacdes da metodologia de avaliagcdo de estabilidade de emuls&o
de Leonel (2008) e Ribeiro (2010), as emulsdes foram colocadas em tubos de
ensaio e avaliadas como resposta do delineamento: estabilidade no tempo de 15
minutos (tempo suficiente antes da etapa de coacervagdo na producdo das
microcapsulas) através do célculo de volume (mL) da fase separada e volume
(mL) de espuma formada.

Para comparagdo e verificagdo da influéncia do oleo utilizado na
estabilidade da emulséo e formagdo de espuma, o 6leo de linhaga, ¢leo de peixe e
oleo de buriti foram testados sem a adigao de surfactantes.

Com a finalidade de reduzir a formacdo de espuma ocorrida em todas as
emulsdes com surfactante, foi adotado o uso de sal calcio na forma de cloreto de
calcio (CaCly) em concentragdo de 0,05% (m/m). A influéncia da presenca de sal
de calcio na emulséo foi avaliada através da estabilidade da emulsao e formagao
de espuma. Em estudos de Lim (2009), o uso de 0,03% de Ca*® como CaCO;
permitiu a redugdo da espuma nas emulsées mesmo que o comportamento da
formagéo de espuma tenha sido diferenciado para cada tipo de emulsificante e do

6leo presentes na emulsdo.
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2.3.2 Avaliacdo da influéncia do sal de célcio no potencial zeta

Para avaliar a interferéncia nas cargas do novo sistema que seria utilizado
na coacervagéo complexa para produgéo das microcapsulas, ou seja, presenga de
surfactante e cloreto de calcio, foi medido o potencial zeta das emulsdes. Esta
determinacao foi realizada partindo-se de uma solugéo de goma arabica (2,5%)
pura, uma de solugdo de goma arabica (2,5%) e oleo de linhacga (2,4%) e outra
solugdo de goma arabica (2,5%), 6leo de linhaga (2,4%), cloreto de calcio (0,05%)

e surfactante Span 80 (0,013%), sendo todas %, m/m.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ELABORACAO DAS EMULSOES E AVALIACAO DA ESTABILIDADE

Na Tabela 2 sdo apresentados os resultados do primeiro ensaio realizado
por DCCR. Houve problemas de formag&o da emulsdo em alguns ensaios nas
faixas escolhidas de % de surfactante e valor de HLB. Em fungé&o disto, néo foi
possivel elaborar modelo estatistico e superficie de resposta.

Com base nos melhores resultados do primeiro delineamento, foi
estabelecido outro delineamento experimental com faixas mais baixas de % de
surfactante (0,06% a 1,02%) e valores de HLB de 5,94 a 9,05. Iniciando os
ensaios ja foi possivel perceber que acima de 0,2% de surfactante nao estava
ocorrendo formacdo de emulsdo (Tabela 3), ndo sendo possivel elaborar modelo
estatistico novamente.

A partir destes testes verificou-se que uma correlagao entre HLB e
concentracdo de surfactante seria bastante complexa sendo adequado fixar uma

concentracéo do surfactante e variar valores de HLB.
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Tabela 2. Resultados de volume da fase separada e de espuma do primeiro

delineamento de emuls6es de solugdo de goma arabica e 6leo de linhaca

Variaveis Resposta
Ensaio Surfactante HLB Volume fase Volume
(%) separada (mL) espuma (mL)
1 0,38 4,93 * %
2 112 4,93 % %
3 0,38 7.9¢ 2,94 7,36
4 1,72 7,97 4,91 1227
5 0,10 6,45 0,98 9,82
6 2,00 6,45 4,95 17,67
7 1,05 4,30 3 =
8 1,05 8,60 3,93 24,54
9 1,05 6,45 3,44 11,29
10 1,05 6,45 2,94 14,73
11 1,05 6,45 3,44 14,73

(*) : estes ensaios ndo formaram emulsdes, ndo sendo avaliados.

Emulsdes produzidas em 20.000 rpm durante 1 minuto.

Surfactantes utilizados: Tween 80 e Span 80

Avaliagtes das amostras estaticas em temperatura ambiente, tempo: 15 minutos.

Para alcangar o objetivo de obter dois sistemas estaveis com surfactantes
de alto e baixo HLB, foram selecionados resultados dos delineamentos realizados
(ensaio 5 do primeiro delineamento e ensaio 3 do segundo delineamento) e
resultados de estudos de Vanichtanunkul, Vayumhasuwan, Nimmannit (1998) e
Duguemin, Nixon (1986). Com estas informagdes foi possivel definir alguns

sistemas a serem avaliados e os resultados estdo demonstrados na Tabela 4.
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Tabela 3: Resultados de volume da fase separada e de espuma do segundo

delineamento de emulsées de solucdo de goma arabica e 6leo de linhaga

Variaveis Resposta
Ensaio Surfactante HLB Volume fase Volume
(%) separada (mL) espuma (mL)
1 0,20 6,40 * 4
2 0,88 6,40 * *
3 0,20 8,60 1,26 3,46
4 0,88 8,60 ¥ *
5 0,06 7,50 1,52 0,00
6 1,02 7,50 1,52 19,01
i) 0,54 5,94 * *
8 0,54 9,05 1.52 5,70
9 0,54 7,50 1,96 6,38
10 0,54 7,50 * *
11 0,54 7,50 * *

(*) : estes ensaios ndo formaram emulsdes, ndo sendo avaliados.

Emulsdes produzidas em 20.000 rpm durante 1 minuto.

Surfactantes utilizados: Tween 80 e Span 80

Avaliagbes das amostras estaticas em temperatura ambiente, tempo: 15 minutos.

Tabela 4: Resultados de volume da fase separada e de espuma de emulsdes de

solugao de goma aréabica e 6leo de linhaga com sistemas de surfactantes definidos

Ensaio HLB Surfactante Volume fase Volume espuma
(%) separada (mL) (mL)
1* 6,45 0.4 0,98 9,82
2™ 8,60 0,2 1,26 3,46
3 4,30 0,013 0,76 0,00
4 8,60 0,013 0,38 0,76

*: ensaio 5 da Tabela 2

**: ensaio 3 da Tabela 3

Emulsées produzidas em 20.000 rpm durante 1 minuto.

Surfactantes utilizados: Tween 80 e Span 80

Avaliacdes das amostras estaticas em temperatura ambiente, tempo: 15 minutos.
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Os resultados dos ensaios 2 e 4 da Tabela 4, com o mesmo valor de HLB,
mostram que o aumento da concentragado de surfactante interferiu negativamente
na formacéo da emulsdo e positivamente na formagéo de espuma. Os resultados
dos ensaios 3 e 4 foram os mais adequados para HLB baixo (4,30) e alto (8,60).

Na Tabela 5 estao os resultados de volume da fase separada e de espuma
para emulsdes obtidas com diferentes tipos de oleo (linhaga, buriti e de peixe),
sem a presenca de surfactante, para a avaliagdo da influéncia do 6leo na
estabilidade da emulsédo e formacdo de espuma. Também foi realizado ensaio
com emulsdo agua e o6leo de linhaga com 0,05% de cloreto de calcio, sem
surfactante para avaliar a diminuicdo da espuma indesejada, com resultados

relatados na Tabela 5.

Tabela 5: Resultados de volume da fase separada e de espuma de emulsdes de

solucdo de goma arabica e diversos oleos, com cloreto de calcio e sem

surfactantes
Ensaio Descricao Volume fase  Volume espuma
separada (mL) (mL)
1 Oleo de linhaca 2,83 11,78
2 Oleo de buriti 3,44 7,85
3 Oleo de peixe 3,93 11,78
4  Oleo de linhaga e 0,05% CaCl, 2,45 4,71

Emulsées produzidas em 20.000 rpm durante 1 minuto.
Avaliagbes das amostras estaticas em temperatura ambiente, tempo: 15 minutos.

Em relagdo ao volume da fase separada, o ¢leo de linhaca obteve uma
melhor estabilidade, seguido por 6leo de buriti e 6leo de peixe. A formagéo de
espuma, sem surfactante, foi igual para éleo de linhaca e 6leo de peixe sendo que
o 6leo de buriti obteve um volume de espuma menor.

Para avaliar a atuagao do cloreto de céalcio evitando a formag&o de espuma
foram comparados os resultados dos ensaios 1 e 4 da Tabela 5 que estao em

condicdes semelhantes diferenciando apenas na presenga de ions de Ca™ no
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ensaio 4. Os resultados de volume de fase separada do ensaio 4 foram proximos
ao ensaio 1 e de volume de espuma, 60% menor, demonstrando realmente a

eficacia da presenca de Ca*? na reducao da formagao de espuma.
3.2 AVALIACAO DO POTENCIAL ZETA DAS EMULSOES

A adigéo de ions de Ca*? poderia influenciar a coacervagdo complexa que €
um processo dependente da carga idnica do meio modificando o ponto de
equilibrio das cargas para a coacervagdo. Os resultados do potencial zeta estao
descritos na Tabela 6 e mostram que ndo houve interferéncia do uso de

surfactante e cloreto de célcio nas cargas da emulsao.

Tabela 6: Potencial zeta e condutividade para as emulsées

Amostras Potencial zeta Condutividade
(mV) (uS/cm)

Sol. Goma arabica -17,6 £ 3,34 0,831

Sol. Goma arabica + oleo de linhaga -6,93+110 0,771

Sol. Goma arabica + 6leo de linhaca 6,18 £ 95,5 1,48

+ Span 80 + cloreto de calcio

Emulsées produzidas em 20.000 rpm durante 1 minuto.
Graficos mostrados no Anexo A

De acordo com Souza (2003), um surfactante n&do-ibnico nao apresenta
grupos ionizaveis em solugdes aquosas, o que nao influenciaria no potencial zeta,
porém o cloreto de célcio poderia estar dissociado e influenciar. As emulses n&o
foram estaveis por muito tempo, levando a coeficiente de variagéo alto. Pode-se
interpretar que a diferenga de 11% do potencial zeta entre as duas emulsdes
analisadas se torna pequeno diante da instabilidade da amostra.

Conforme classificagao feita por Salopek; Krasic; Filipovic (1992), valores
de potencial zeta de +5 a -5 mV correspondem a sistemas de emulsdes com alta

aglomeragédo e precipitagdo, ndo sendo emulsdes estaveis. Valores de potencial
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zeta maiores que +60 mV e menores que -60 mV correspondem a emulsdes
estaveis. Os valores da Tabela 6 comprovam a instabilidade das emulsdes. A
estabilidade das emulsées é mais baixa quanto mais proxima de potencial zeta 0,
ou seja, se a intencdo for estabilizar a emulsdo, deve-se aumentar a
eletronegatividade das particulas para que o potencial zeta aumente. As emulsées
devem ser preparadas no mesmo local da analise pois a estabilidade destas

emulsdes e de apenas 15 minutos.

4 CONCLUSOES

O uso de surfactante altera as caracteristicas das emulsées de solugédo de
goma arabica e 6leo de linhaga. Os surfactantes utilizados (valor de HLB) e a
concentragdo podem influenciar positivamente ou negativamente na estabilidade
das emulsdes.

A adicdo de 0,05% (m/m) de cloreto de célcio foi suficiente para reduzir
formacdo de espuma. Os resultados de potencial zeta das emulsdes indicam que
nao houve influéncia da presenca de ions de calcio, porém as analises devem ser
realizadas com as emulsdes mais estaveis.

A utilizagdo dos oleos de peixe, buriti e linhaca tiveram comportamentos
semelhantes na estabilidade de emuls&o e formagéao de espuma.

Como o objetivo era obter um sistema de emulséo estavel com surfactante
de alto HLB e outro de baixo HLB para a produgdo das microcapsulas por
coacervagdo complexa, as condigdes consideradas mais adequadas foram a
dosagem de 0,013% (m/m) de surfactante com valores de HLB 8,6 e 4,3.

O sistema de HLB 6,45 também foi uma opgdo adequada podendo ser
testado em concentracédo de 0,013% (m/m) de surfactante.

Estes sistemas considerados adequados produziram emulsGes estaveis por
até 15 minutos, tempo maior que o tempo de processo da coacervagéo complexa,
garantindo assim, que no momento da adigdo da solugdo de gelatina e

coacervacgao, a emulsdo esteja estavel.
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CAPITULO 3

PRODUCAO DE MICROCAPSULAS DE OLEO DE LINHAGCA POR
COACERVACAO COMPLEXA COM USO DE SURFACTANTES
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1 INTRODUCAO

A encapsulagdo de oleos tem sido bastante estudada pela funcdo de
protegé-los da oxidago e instabilidades ao meio (umidade, luz, calor e oxidagao),
alterar seu estado fisico de liquido para sélido, ampliando a aplicagéo e auxiliando
na dispersdo em agua, além de vantagens como a possibilidade de liberagao
controlada e mascaramento de sabores indesejaveis (RABISKOVA et al,1994).

Um dos métodos mais adequados para encapsulagdo de oleo € a
coacervagao complexa. Este método se baseia na separagao de fases associativa
de um sistema de mistura de biopolimeros e ocorre sob uma estreita faixa de pH,
dependendo das caracteristicas dos biopolimeros (distribuicdo dos grupos
reativos, solubilidade e peso molecular), da concentragao dos biopolimeros, da
massa molecular, da proporgao entre os biopolimeros e das condigées do solvente
(pH, sal, forca idnica, temperatura). Todos estes fatores podem influenciar a
formagado, eficiéncia de encapsulagdo e as caracteristicas do coacervado e
precisam ser otimizados (VANOSS, 2006; LIU et al, 2010a).

Para a producdo de microcapsulas por coacervagdo complexa, muitos
parametros referentes a matéria prima e ao processo precisam ser estudados no
intuito de produzir com alto rendimento e alta eficiéncia de encapsulacéo. O
estudo das matérias primas inclui desde a escolha dos materiais de parede e
recheio até a avaliacdo dos efeitos de concentragdo dos biopolimeros, razao
recheio/material de parede, adigdo de surfactantes e/ou eletrélitos e uso de
agentes de reticulacdo. O estudo das condigdes de processo inclui todas as
etapas: emulsificacdo (tempo e velocidade de agitagdo, ordem de adigao dos
ingredientes); coacervagéo (maneira de adigdo dos ingredientes, pH, temperatura
e velocidade de agitagdo); resfriamento (temperatura, velocidade de agitacao,
tempo ou taxa de resfriamento); reticulagéo (pH, temperatura, tempo, velocidade
de agitagdo); secagem das microcapsulas (congelamento lento, congelamento
rapido, liofilizagdo, estufa, temperatura ambiente) (LAMPRECHT; SCHAFER;
LEHR, 2000, 2001; OLIVEIRA, 2007; CELIS, 2009; ALVIM, 2005; BUENO, 2008;
LIU et al, 2010b; JOUZEL et al, 2003; PRATA et al, 2007; JEGAT; TAVERDET,
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2000, RABISKOVA et al, 1994; DUQUEMIN; NIXON, 1986; GUO; ZHAO, 2008;
TIRKKONEN; TURAKKA; PARONEN, 1994; RABISKOVA; VALASKOVA, 1998;
DONG et al, 2007).

Em relagdo as matérias primas, pesquisas mostraram que na
microencapsulacdo por coacervagdo complexa utilizando o par goma arabica e
gelatina como material de parede a razdo ideal entre eles é de 1:1 e a faixa de
concentragao dos biopolimeros se encontra entre 0,75 e 3,75%, sendo que as
concentragbes menores permitem uma melhor dispersdo dos ions (DUQUEMIN;
NIXON, 1986; GUO; ZHAO, 2008; TIRKKONEN; TURAKKA; PARONEN, 1994;
RABISKOVA; VALASKOVA, 1998; JOUZEL et al, 2003; RABISKOVA et al, 1993;
JEGAT; TAVERDET, 2000; PRATA et al, 2007; KONG et al, 2009; CELIS, 2009;
BUENO, 2008; ALVIM, 2005; DONG et al, 2007). A quantidade de recheio é
bastante ampla nos estudos sendo que para 6leos a razéo 1:2 (recheio: material
de parede) é bastante adequada (KONG et al, 2009; PRATA et al, 2007,
MEDANHA et al, 2009; CELIS, 2009; BUENO, 2008; ALVIM, 2005; DONG et al,
2007).

Ainda em relagéo as matérias primas o uso de surfactante € aplicado em
varios trabalhos sendo bastante amplo os tipos de surfactantes estudados, desde
0s anidnicos, catidnicos e nado idnicos. Para a area de alimentos, os tipos de
surfactantes permitidos s&o restritos e a maioria sdo o0s n&o ibnicos.

Tirkkonen, Turakka e Paronen (1994) testaram surfactantes catidnico
(cloreto de benzalconio), anidnico (SLS — lauril sulfato de sédio) e n&o idnico
(Tween 20 — HLB 16,7) para coacervagao complexa de fenobarbitona com
gelatina e goma arabica. As eficiéncias de encapsulagéo com uso de surfactante
catiénico e Tween 20 foram superiores a amostra padrao.

Dugquemin e Nixon (1986) testaram também surfactantes catidnico
(cetrimida), aniénico (SLS — lauril sulfato de sodio) e ndo iénico (Tween 20 — HLB
16,7). A avaliagdo da eficiéncia de encapsulagéo foi feita através da liberagéo do
recheio em meio a pH 2 e pH 9. Apenas com cetrimida a eficiéncia foi superior ao
padrao e no caso de Tween 20, quanto menor a quantidade do surfactante melhor

a eficiéncia de encapsulagéo.
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Rabiskova et al (1994) verificaram que a adigao de surfactantes pode afetar
a absorcdo do 6leo por dois diferentes mecanismos: melhorar a estabilidade da
emulsdo agual/éleo resultando em altas quantidades de gotas de dleo disponiveis
para absorcéo; alterar a tensdo interfacial entre a gota de o6leo e a fase
coacervada e a relagao interfacial de hidrofilicidade/ hidrofobicidade das gotas de
6leo. Foram testados surfactantes com valores de HLB de 1,8 a 15 na
coacervagao complexa de esqualeno com goma arébica e gelatina. Na adicdo de
surfactantes de HLB 2,5 a 6 os resultados de eficiéncia de encapsulagdo foram
altos (93,2 — 99,6%) e maiores que esqualeno sem adig¢do de surfactante (73%).
Houve uma queda na eficiéncia de encapsulagdo com adigéo de surfactantes com
valores de HLB maiores que 6 e menores que 2,5 e a adi¢ao de surfactante com
valor de HLB 15 n3do ocorreu a encapsulagéo. Estes dados s&o, provavelmente,
conseqiiéncia da alteragdo das afinidades superficiais das gotas de odleo na
presenca de surfactantes, pois a tendéncia da fase coacervada absorver as gotas
de 6leo reduz conforme aumenta a hidrofilicidade da superficie das gotas. Desta
forma o uso de surfactante de alto HLB resulta em baixa eficiéncia de
encapsulacdo. Os estudos mostraram que a relagao de hidrofilicidade/
hidrofobicidade da interface influi mais na absorgdo do recheio pela fase
coacervada que na reducdo da tensao interfacial.

Rabiskova e Valaskova (1998) testaram varios tipos de Span e Tween para
obter diferentes valores de HLB a serem testados na coacervagdo complexa de
6leo de soja, azeite de oliva e 6leo de amendoim com gelatina e goma arabica.
Testaram valores de HLB de 1,8 a 15 e obtiveram melhores resultados de
eficiéncia de encapsulacédo na faixa de 1,8 a 6,7 (65-85%). Em HLB 10 e HLB 15
ndo ocorreu a encapsulacdo dos Oleos. Isto confirmou a dependéncia da
hidrofobicidade do recheio e o HLB do surfactante utilizado.

Em relagédo aos agentes reticulantes, a area de alimentos ainda esta em
fase de estudos, pois o melhor reticulante, o glutaraldeido, € uma substancia
proibida para uso em alimentos. Alguns estudos estdo sendo realizados com a
enzima transglutaminase obtendo resultados positivos, porém nao adequados o

bastante como o glutaraldeido, considerando custo e eficiéncia de reticulagéo. Na
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coacervagao complexa a reticulacéo oferece uma estabilidade melhor as capsulas
e & bastante necessaria (CELIS, 2009; SOPER; THOMAS, 2001; DONG et al,
2007).

Uma utilizacdo importante da microencapsulacdo é proteger ingredientes
funcionais e ampliar sua aplicabilidade. O ¢leo de linhaga é uma fonte de acido a-
linolénico da familia 6mega 3 (Quadro 1) sendo intensamente estudado com
resultados benéficos a saude. Uma das linhas de estudos cientificos na area da
saude é o balango émega 6 (n-6) / dmega 3 (n-3) na dieta. A grande parte dos
alimentos possui na sua composic¢ao lipidica 6mega 6, entdo a relagdo n -6 /n-3
tem sido alta, resultando em danos a saude. A utilizacdo de um ingrediente
funcional rico em édmega 3 nos alimentos com base lipidica pode melhorar este
balanco (SANTANA, 2004; SIMOPOULOS, 2008; WIESENFELD et al, 2003)

Quadro 1: Composigdo em acidos graxos do ¢leo de linhaga (%, m/m)

Acido Graxo % % @ % % @
C16:0 acido palmitico 5 57-7,0 4,75 5.3
C18:0 acido estearico 3 3,0-40 3,86 41
C18:1 n-9 acido oléico 17 20-20,3| 18,18 20,20
C18:2 n- 6 acido linoléico 15 17-173 | 1538 12,70
C18:3 n-3 acido a-linolénico 59 52 - 54 57,52 53,30
C 20:0 Acido araquidico < 0,1 0,15

C 20:1 Acido gadoleico 0,16

Fontes: (1): OOMAH; MAZZA, 1998; (2): AOCS, 2006; (3): PELSER et al, 2007;
(4): USDA, 2009

Devido ao alto grau de insaturagéo, o éleo de linhaca é bastante susceptivel
a oxidacdo sendo interessante sua encapsulagdo, além de se tornar um pd
ampliando sua aplicabilidade.

Em relagdo ao processo, as condicdes de emulsificagdo da emulsao
primaria (material de parede com recheio hidrofébico) s&o muito variadas. Tempos

e velocidades de agitagdo s&do variados e muitos estudos mostram que quanto
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maior a velocidade de agitacdo menor o tamanho das particulas, com eficiéncia de
encapsulacao maiores (TIRKKONEN; TURAKKA; PARONEN, 1994; ALVIM, 2005;
BUENO, 2008: JEGAT; TAVERDET, 2000). Em relagéo a ordem de adi¢do dos
ingredientes, existem algumas divergéncias. Varios trabalhos colocam a emulsao
primaria como sendo do recheio com a solugéo de goma arabica (RABISKOVA et
al1994: CELIS, 2009; JEGAT; TAVERDET, 2000; RABISKOVA; VALASKOVA,
1998: DUQUEMIN; NIXON, 1986; TIRKKONEN; TURAKKA; PARONEN, 1994;
WEINBRECK: MINOR; DE KRUIF, 2004). A goma arabica € um agente
emulsionante pois possui uma parte protéica em sua estrutura, facilitando a
emulsdo. Segundo estudos de Célis (2009), a utilizagdo da goma arabica
emulsionada com o recheio hidrofébico e posterior adicdo de gelatina foi mais
eficiente (liberacdo 25% menor) comparada & emulsdo primaria preparada com
gelatina e recheio hidrofobico.

As condigbes de coacervagdo sao extensamente avaliadas e variadas.
Existem muitos estudos em relagdo ao melhor pH de coacervagao e para o par
gelatina e goma ardbica o pH 4 & sempre um valor com eficiéncia de
encapsulacdo alta. As temperaturas de trabalho ficam em torno de 40 e 50T,
para garantir que a gelatina esteja liquida nao podendo ser muito alta para nao
interferir na qualidade do material de recheio. As velocidades do processo de
coacervagao também s&o variadas, em uma faixa de agitagao baixa (200 - 600
rpm) apenas para garantir a ndo sedimentacdo da fase coacervada o que
dificultaria a encapsulagao do 6leo. Velocidades muito altas séo evitadas para nao
danificar as microcapsulas formadas. As condi¢gdes de resfriamento sao pouco
detalhadas nos trabalhos, porém, ap6s coacervagao, a temperatura do sistema
deve abaixar para 5-10C garantindo a gelificagédo total da parede e a estabilidade
estrutural da microcapsula quando o par gelatina e goma arébica é utilizado
(TIRKKONEN; TURAKKA; PARONEN, 1994; DUQUEMIN; NIXON, 1986; JOUZEL
et al. 2003: ALVIM, 2005; MEDANHA et al, 2009; BUENO, 2008; RABISKOVA;
VALASKOVA, 1998; RABISKOVA et al, 1994; PRATA, 2007; JEGAT; TAVERDET,
2000; KONG et al, 2009; DONG et al, 2007).
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As condigoes de reticulagdo sdo dependentes dos agentes reticulantes e
sao necessarias parametros de processo adequados as condigbes otimas de
atividade de cada um. Soper e Thomas (2001) produziram microcapsulas de éleos
essenciais (aromaticos) estaveis termicamente usando transglutaminase (TG)
como agente reticulante e otimizaram as condigbes de processo da reacgado
enzimatica, em pH 7, temperatura de 5 a 10C para manter a estabilidade
estrutural do coacervado e relagdo gelatina:TG de 80:1, m/m. Dong et al (2007)
utilizaram na reticulagéo de encapsulados de 6leo de menta com gelatina e goma
arabica a enzima transglutaminase em pH 6, temperatura de 10T e relagéo
gelatina:TG de 5:1, m/m. Célis (2009) estudou a adigéo de transglutaminase na
reticulagdo de microencapsulados de 6leo de girassol com oleoresina de paprica
em gelatina e goma arabica utilizando pH 4, temperatura ambiente e alterando a
concentracao da enzima. Os resultados mais favoraveis foram para quantidade de
enzima na concentracdo de 50U enzima/ g de proteina, ou seja, uma relagéo de
gelatina:TG de 1,95:1, m/m.

Apods a lavagem das microcapsulas, estas sao filtradas e muitas vezes
avaliadas somente nesta forma umida. A secagem das microcapsulas pode ser
feita em temperatura ambiente, por congelamento lento (congelador),
congelamento rapido (nitrogénio), liofilizacdo ou em estufa. De acordo com Alvim
(2005), o processo de secagem por liofilizagdo € um dos mais adequados e com
melhores resultados comparado com métodos de spray dryer e estufa. Esta
técnica consiste na saida de agua através da sublimag&o dos cristais de gelo, e
quanto mais rapido o congelamento, menor seréo os cristais de gelo formados e,
consequentemente, menores serdo os poros formados (OZORIO, 2007). Segundo
Prata (2006), antes da liofilizagdo é necessario o congelamento lento em freezer,
pois em estudos com congelamento rapido utilizando nitrogénio liquido, a
morfologia das microparticulas foi totalmente alterada, resultando em estruturas
mais frageis e com muitos poros.

A avaliagdo dos processos de coacervagdo ¢é feita através da

caracterizagdo morfolégica das microcapsulas, eficiéncia e rendimento de
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encapsulagao, tamanho e distribui¢do do tamanho das particulas e liberagédo do
material de recheio.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia do uso de surfactantes com
diferentes valores de HLB na produgdo de microcapsulas por coacervagao
complexa de o6leo de linhaga em goma arabica e gelatina. Os parametros do
processo foram baseados em estudos da literatura com o intuito de obter as
microcapsulas com melhores caracteristicas produzidas com surfactantes (dois
valores de HLB) para posterior aplicagdo em emulsdes. A avaliagao foi feita
através de eficiencia e rendimento de encapsulagdo, morfologia das

microcapsulas, tamanho de particulas e distribui¢do do tamanho de particulas.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

Goma arabica INSTATGUM AB (Acédcia Senegal) — CNI Colloides Naturais
Brasil; 6leo de linhaca - Cisbra Alimentos, de Panambi, RS, Brasil; gelatina suina
tipo A (P.l.: 7 — 9) - Gelita do Brasil; surfactantes Tween 80 (HLB 15) e Span 80
(HLB 4,3) — Croda do Brasil; Oleoresina de paprica — Kienast & Kratschmer Ltda ;
Cloreto de calcio Dehidratado - Nuclear -PAACS (CaCl2 * 2H20 — PM 147,02);
enzima Transglutaminase (MTG) de origem microbiana Ativa TG-S (78-126U/g) —
Ajinomoto Interamericana Ind. e Com. Ltda; enzimas protease bacteriana liquida
Protex 6L - Genencor - Danisco , protease em p6 Orientase 90N - Quest Int., alfa-
amilase bacteriana liquida Thermamyl 2X, protease Alcalase e alfa-amilase BAN
— Novozymes. agua deionizada, Solugdo HCI 0,5 M e 0,1M; Solugao NaOH 0,1M;
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2.2 EQUIPAMENTOS

2.2.1 Equipamentos utilizados na producao das microcapsulas

Foram utilizados equipamentos de dois locais de trabalho, sendo
designados a seguir:

l. Homogeneizador Ultraturrax TP 18— IKA-WERK (velocidade de agitagdo
fixa de 20.000 rpm); pHmetro Schott Titroline; Banho Maria FANEM Modelo 100;
agitadores magnéticos com aquecimento IKA RCT sem visor digital; balanca

analitica Ohaus modelo Adventurer.

Il. Homogeneizador Ultraturrax TP 18 - IKA-WERK (velocidades variadas com
possibilidade de ajuste); pHmetro Digimed mod. AS200C; Banho-maria Marconi;
agitadores magnéticos digitais com aquecimento IKA RCT e com controle IKA RH
KT/C; balanga semi-analitica Marte mod. AS2000c.

Outros equipamentos em comum: peneira Granutest abertura ¢25 um -
Telastem Peneiras para Analises Ltda.; Liofilizador Supermodulyo 12 KFreeze
Dryer -EDWARDS ; sistema de banho controlado Banho RC 20 e controle PM 351

Lauda E200; sistema de agitagdo Marconi.

2.2.2 Equipamentos utilizados para determina¢des analiticas

Microscopio 6tico Jenaval - Carl Zeiss, Alemanha; Microscopio eletronico de
varredura Leo Electron Microscopy Ltda mod. 440i, e Polaron SC 7620 Sputter
Coater, Inglaterra; Estufa Memmert; Destilador de nitrogénio Tecnal TE-036/1;
bloco digestor Tecnal, Karl Fisher 832 KF Thermoprep - Metrohm e 701 KF Tritino
e 703 Ti Stand.; Cromatégrafo Gasoso Capilar CGC Agilent 6850 Series GC

System.
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2.3. METODOS

2.3.1 Caracterizacéo fisico —quimica das matérias primas

2.3.1.1 Determinagéo de umidade

A umidade da gelatina e da goma arabica foi determinada por secagem em
estufa a 105°C por 4 horas, segundo metodologia AOAC 954.10 (2005).

A umidade do recheio, mistura de oleoresina de paprica e éleo de linhaga
(1:10) foi determinada segundo metodologia AOCS Ca 2¢-25 (2004). Em todas as

analises de umidade foram feitas triplicatas.

2.3.1.2 Determinacgéo de proteina

O percentual de proteina contido na gelatina e goma arabica foi
determinado através do método AACC 46-12 (1995), usando-se 6,25 como fator

de conversao de nitrogénio para proteina. As analises foram feitas em triplicatas.

2.3.1.3 Identificacdo do material de recheio

A utilizagao da oleoresina de paprica juntamente com o dleo de linhaca foi
definida para auxiliar nas imagens da microscopia 6tica e na visualizagdo do
processo de produgdo das microcapsulas.

A identificagao dos 6leos e da mistura 1:10 de oleoresina de paprica e 6leo
de linhaga foi feita através da composi¢do em &cidos graxos: Método AOCS Ce 2-
66 (2004), sendo o preparo dos ésteres metilicos realizado conforme Hartman e
Lago (1973). As condigdes cromatogréficas foram: Cromatografo Gasoso Capilar
CGC Agilent 6850 Series GC System, dotado de coluna capilar DB-23 Agilent
(50% cyanopropyl — methylpolysiloxane), dimenses 60m, & int: 0,25mm, 0,25um
filme: fluxo na coluna de 1,00mL/min; velocidade linear de 24cm/seg; temperatura

do detector 280°C; temperatura do injetor 250°C. Temperatura do forno: 110T -5
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minutos, 110 — 215T (5C/min), 215T — 34 minutos; gas de arraste hélio; volume
injetado 1,0uL, split 1:50.

2.3.2. Producao das microcapsulas

Para a produgdo de microcapsulas multinucleadas por coacervagao
complexa foram pré-determinadas as condi¢cdes em relagdo as matérias primas e
ao processo conforme Tabela 1.

As etapas de processo estdo apresentadas na Figura 1 e descritas a seguir,
sendo os parametros de processos adaptados de Thies (1994), Lamprecht,
Schafer e Lehr (2000, 2001), Célis (2009), Alvim (2005), Prata (2006), Oliveira
(2007), Bueno (2008), Jouzel et al (2003), Jegat e Taverdet (2000); Duquemin e
Nixon (1986), Guo e Zhao (2008); Tirkkonen, Turakka e Paronen (1994); Dong et
al (2007).

1- A primeira emulsdo foi feita em Ultraturrax de 2,5 g de recheio com
surfactante Span 80 em 100mL de solugdo de goma arabica (2,5%) com
surfactante Tween 80 e cloreto de calcio;

2- A emulsdo formada foi adicionada em 100 mL de solugéo de gelatina e
400 mL de agua deionizada sob agitagao magnética;

3- Acerto do pH de coacervacéo foi feito com adigéo de solugdes de HCI 0,5
M e 0,1M sob agitagdo magnética;

4- O sistema coacervado foi resfriado em banho de gelo com agitagéao
magnética até 10T, em aproximadamente 3 horas;

5- O sistema foi mantido em agitagéo até atingir temperatura de 20 - 25T;

6- O processo de reticulagdo foi feito sob agitagdo magnética com acerto de
pH, caso necessario, adicionando solugéo de NaOH 0,1M. A enzima
MTransglutaminase foi dissolvida em 1 mL de agua deionizada e adicionada ao
sistema, mantido por 15h sob agitagéo;

7- Apos reticulagao os sistemas foram desligados e decantados;

8- Trés lavagens com agua deionizada foram feitas e as microcapsulas

foram filtradas em peneira abertura ¢25 um;
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9- As microcapsulas ficaram no minimo 24h em congelador (-18T) e

posteriormente liofilizadas;

As solucdes foram preparadas com agua deionizada e a agitagdo mantida

durante todo o processo. As produgdes foram feitas em triplicatas.

Tabela 1: Condigbes pré-determinadas das matérias primas para as produgdes de

microcapsulas por coacervagao complexa

Matérias primas (MP)

Condigao

Solugdo goma arabica
Solugao gelatina

Proporgao gelatina : goma arabica

2,5% (m/m)
2,5% (m/m)
1:1

Proporgdo recheio: material de parede 1:2
Proporgéo gelatina : enzima TG 1,95 : 1
Proporgdo do recheio: oleoresina de 1:10
paprica : 0leo de linhaga

Processo Condicao

Emuls@o primaria

Tempo de emulsificacao

Adicao de Tween 80

Adicéo de Cloreto de célcio

Adicao de Span 80

pH de coacervagao

Temperatura de processo

Agitacdo magnética na coacervagao
Agitagdo magnética no resfriamento
Taxa de resfriamento (T/ h)
Temperatura de reticulagao

Tempo de reticulagéo

Solucdo de goma arabica + recheio
1 min
Solugéo de goma arabica
Solugédo de goma arabica
recheio
4,0
50C
380 rpm
450 rpm
12
20-25T
15 h

104



Sol. Goma Arabica (2,5%)
50x1C

Temperatura: 50£1C
Surfactante ——] Ultraturrax

Sol. Gelatina (2,5%) + agua
deionizada 50+1T Temperatura: 50£1T
<~ Velocidade: 380 rpm

Recheio (g)

HCI (0,5 e 0,1 M)

v

COACERVADO

Resfriamento até 10C

v

Reticulacao

Y
Lavagem

A
Liofilizacao

1

Filtracao

MICROCAPSULAS SECAS
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2.3.2.1. Processos preliminares

Para a primeira produgdo os melhores sistemas de surfactantes obtidos no
Capitulo 2 foram testados e foi avaliada a influéncia na encapsulagdo. As
producbes seguiram as condigbes descritas na Tabela 1, condigoes adicionais

descritas na Tabela 2 e foram feitas em triplicatas independentes.

Tabela 2: Descricdo das amostras e condi¢des adicionais de processo -

1Processo

Amostra Condicao

Padrao (PCAL) sem surfactante sem cloreto de calcio

HLB 4,3 (4CAL) 0,013% Span 80 sob emulsdo  0,05% cloreto de calcio

sob emulséo

HLB 8,6 (8CAL) 0,008% Span 80 0,08% cloreto de célcio
0,005% Tween 80 sob emulsdo sob emulséo

HLB 6,45 (6CAL) (*) | 0,010% Span 80 0,05% cloreto de calcio
0,003% Tween 80 sob emulsdo sob emulsao

MP e Processo Condigéo

Gelatina Tipo A — Suina

Material de recheio Oleo de linhaga

Equipamentos ltem 2.2.1 |

Velocidade de 20.000 rpm

agitacéo da emulséo

pH reticulagao 6,0

(*): opgéo alternativa @ HLB 8,6

A condigao de HLB 8,6 ndo encapsulou, ndo formando as duas fases e com
muito 6leo aparente. Conforme capitulo 2, a condigéo de HLB 6,45 era uma opgao
adequada para emulsdo, entdo foi utilizada como valor alto de HLB. Nas demais

opgdes foi possivel a coacervagao analisada visualmente.
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Para a avaliacdo do processo de resfriamento de forma mais controlada
foram feitas duas produgdes simultaneas da condigdo padréao conforme descritos
na Tabela 1 e adicionais da Tabela 3. Uma produg¢do com resfriamento em banho
de gelo (adigdo controlada de gelo) e outra opgdo utilizando um sistema de
resfriamento controlado composto por um reator de vidro encamisado com
circulacao de agua e sistema controlador que resfria a agua até deixar o sistema
em 10T no tempo determinado de 3 horas. A velocida de de agitagao foi alterada,
pois o reator possui sistema de agitacao por hélice com agitagdao minima de 550

rpm, superior a utilizada de 450 rpm.

Tabela 3: Descricdo das amostras e condigbes adicionais de processo -

2Processo

Amostra Condicao

Padréao (PG e PB) sem surfactante sem cloreto de calcio
MP e Processo Condigao

Gelatina tipo A — Suina

Material de recheio Oleo de linhaga com oleoresina de paprica
Equipamentos Item 2.2.1 |

Velocidade de agitacao da 20.000 rpm

emulséo

pH reticulagéo 6,0

PB: Amostra padréo em sistema de resfriamento com banho controlado
PG: Amostra padrdo em sistema de resfriamento com banho de gelo

2.3.2.2. Processo de produgdo

Visando um processo padrao eficiente e com as avaliagbes de testes
preliminares demonstrando necessidade de rigoroso controle das velocidades de

agitacdo, foi alterado o sistema de produgéo para um mais controlado, descrito no
item 2.2.1 |l. Para avaliar a reticulagéo foram testadas duas condigbes, uma de pH

6 (proximo ao pH otimo da transglutaminase) e outra de pH 4 (pH da coacervagao)
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(DONG ET AL, 2007; SOPER; THOMAS, 2001; CELIS, 2009; PRATA, 2006). A
Tabela 4 apresenta a descrigdo das amostras e condigdes adicionais destes

processos.

Tabela 4: Descricio das amostras e condigdes adicionais de processo -

3Processo

Amostra Condigao

Padrao (PCAD) * sem surfactante sem cloreto de célcio
Padrao (PSAD)**

HLB 4,3 (4CAD)* 0,013% Span 80 sob emulsdo  0,05% cloreto de calcio

HLB 4,3 (4SAD)** sob emulsao

HLB 6,45 (6CAD)* 0,010% Span 80 0,05% cloreto de calcio
HLB 6,45 (6SAD)** | 0,003% Tween 80 sob emulséo sob emuls&o

MP e Processo Condigao

Gelatina tipo A — Suina

Material de recheio 6leo de linhaga com oleoresina de paprica
Equipamentos ltem 2.2.1 Il

Velocidade agitacao 14.000 RPM

da emulséo

pH reticulagé@o pH 6 — PCAD* / 4CAD* / 6CAD*

pH 4 — PSAD** / 4SAD** / 6SAD**

2.3.3 Caracterizacao das microcapsulas

2.3.3.1 Determinacgédo da umidade das microcapsulas
A umidade foi feita seguindo o método de Karl Fisher AOAC 977.10 (2005),

utilizando aproximadamente 0,06g de amostra em equipamento 832 KF

Thermoprep Metrohm, em triplicata.
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2.3.3.2 Rendimento de processo de encapsulagdo

Para o calculo de rendimento foi utilizada a Equagdo 1, considerando as
microcapulas secas .

Rendimento (%): g de microparticulas x 100 (Equacgéo 1)

g material utilizado
2.3.3.3 Eficiéncia de encapsulacao (EE)
A Eficiéncia de Encapsulagdo (EE) & definida como a razédo entre a
quantidade do recheio nas microparticulas e a adicionada durante a preparagao,

expressa em porcentagem, em base seca (b.s.) conforme Equacéo 2.

EE (%): 6leo (mg) / microcapsulas em b.s.(mg) x 100 ( Equagéo 2)

6leo inicial (mg) / massa inicial b.s. (mg)

Segundo resultado de Célis (2009), a degradagédo total da microcapsula
para liberacdo total do recheio e avaliagdo da eficiéncia de encapsulacao foi
realizada através do uso de enzimas. Porém, com o intuito de n&o danificar o
material de recheio foram testadas apenas enzimas do tipo proteases e amilases e
nao as lipases.

Foram feitos testes preliminares utilizando Protease Protex 6L (T: 50C; pH
8,0; 0,5% por 1 h), alfa-amilase Thermamyl (T: 50C; pH 6,4; 0,5% por 1 h),
Protease Orientase (T: 50TC; pH 7,0; 0,25% por 1 h), Protease alcalase (T: 60T,
pH 7,0; 0,04% por 4 h) e alfa-amilase BAN (T: 60C; pH 7,0; 0,04% por 4 h) (WU;
JOHNSON: JUNG, 2009; FAN et al, 2003; NOVOZYMES, 2003).

Com estes testes e combinagées deles foi definido como melhor
desempenho a combinagdo de protease Protex 6L com alfa-amilase Thermamyl. A
amostra foi avaliada em microscopia otica e se comprovou a total degradagéo das
microcapsulas. A partir disto, definiu-se o procedimento para a determinagdo da

eficiéncia de encapsulagéo.
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Foram preparadas solugdes de enzimas protease Protex 6L (0,5%, m/m) e
alfa amilase Thermamyl (0,5%, m/m) com &gua em pH 8 e colocadas em banho
maria até obter temperatura de 50CC. Foram pesadas aproximadamente 100 mg
de microcapsulas e adicionados 4 mL de cada solug@o. Estes sistemas
permaneceram em banho maria a 50T por 1 hora, send o que a cada 10 minutos
os tubos eram agitados por 20 s. Apos este processo, os sistemas foram
transportados para funis de separagédo, e com a adicdo de 10 mL de éter de
petroleo e 10 mL de agua deionizada iniciou-se a separagao de fases. Apds 15
horas foi possivel separar a fase agquosa com os residuos de material de parede.
A fase oleosa foi colocada em baldes tarados e por evaporagcao em
rotoevaporador o solvente éter de petroleo foi removido. Os bal6es abertos foram
colocados em estufa a 100C/ 30 minutos. Por difere nga de peso se obteve a
quantidade de 6leo das microcapsulas e calculou-se a eficiéncia de encapsulagéo

pela Equagéo 2.

2.3.3.4 Determinacio do didmetro médio e distribuicdo de tamanho das

microparticulas

A determinagdo de tamanho médio e a distribuicdo de tamanho das
microparticulas foram feitas por microscopia ¢tica utilizando-se um microscopio
6tico Jenaval — Zeiss (Alemanha) com captagdo de imagens através de uma
camera digital H1 1606, usando lente auxiliar optovar de 1,25 x e objetiva 12,5x. O
programa de aquisicdo de imagens foi EDN-2 Microscopy Image Processing
System o qual fez a captagao e medidas das microparticulas. Foram medidas 500
microparticulas para cada amostra nas imagens captadas. As médias, desvio
padrdo e os graficos destas medidas foram obtidos com auxilio do programa
Microcal Origin Pro 8.0 (Microcal Software, Inc., MA, USA).
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2.3.3.5 Microscopia optica e eletrénica de varredura

A avaliagdo morfologica das microcapsulas Umidas foi feita por microscopia
otica (MO), verificando a forma e estrutura interna utilizando o microscépio 6tico
Jenaval Carl Zeiss (Alemanha) com captagdo de imagens através de uma camera
digital H1 1606, usando lente auxiliar optovar de 1,25x e objetiva 12,5x. O
programa de aquisicdo de imagens foi EDN-2 Microscopy Image Processing
System.

A morfologia externa das microcapsulas liofilizadas foram observadas por
microscopia eletrbnica de varredura (MEV). As amostras foram fixadas em
pequenos pedacos de fita adesiva metalica de cobre dupla face, presas em stubs
de aluminio de 1 cm de didametro por 1cm de altura. Esses conjuntos foram
recobertos por uma camada de ouro em um evaporador Polaron SC 7620 -
Sputter Coater. As imagens foram observadas posteriormente em microscopio

eletrénico de varredura Leo Electron Microscopy Ltda mod. 440i.

2.3.4 Analise da estabilidade oxidativa do material de recheio

A analise da estabilidade oxidativa do material de recheio foi realizada das
amostras secas e Umidas. A andlise foi fundamentada na oxidagao e degradagdo
dos carotenodides presentes na fase oleosa da oleoresina de paprica, visualmente
perceptivel através da descoloragdo do pigmento. Os carotendides sofrem
autoxidacdo rapidamente e em presenga de oxigénio, funcionam como pro-
oxidantes, acelerando a oxidacdo (PEREZ-GALVEZA; MINGUEZ-MOSQUERA,
2004). Conforme estudos de Santos, Ferreira e Grosso, 2000, a presenga de luz e
temperaturas altas também foram responsaveis pela oxidacdo e alteragéo da
coloracéo da oleoresina de péprica, porém o oxigénio afeta mais rapidamente.

Todas as amostras foram deixadas em contato direto com o ar, sendo que
as secas ficaram em temperatura ambiente e as umidas em geladeira para que
nao ocorresse o crescimento de fungos. Foram registradas imagens fotograficas

em diferentes tempos, 0 e 3 dias para amostras secas, 0 e 15 dias para amostras
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umidas e 0 e 7 dias para as amostras reidratadas. Estas imagens foram feitas

apés 4 meses de produgéo das microcapsulas.

2.3.5 Analise estatistica

Os dados obtidos nos ensaios experimentais foram avaliados
estatisticamente por meio do programa estatistico Statistica 5.0 - Statsoft, USA
(STATISTICA, 1995) com nivel de significancia de 5% para teste de Tukey.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CARACTERIZACAO FiSICO —QUIMICA DAS MATERIAS PRIMAS

A goma aréabica apresentou umidade de 10,17 0,24 % e 2,91% de proteina
e a gelatina umidade de 10,80 £ 0,04 % e 92,6 % de proteina.

O material de recheio na proporgao de 1:10 de oleoresina de paprica e 6leo
de linhaca obteve 0,07+ 0,01% de umidade e a composigao de acidos graxos do
6leo de linhaga, oleoresina de paprica e do recheio (oleoresina de paprica e oleo
de linhaga na proporgao 1:10) estdo descritas na Tabela 5.

Os valores de composicdo em acidos graxos obtidos para linhaga seguiram
valores proximos aos definidos por Oomah e Mazza (1998) e AOCS (2006). Para
oleoresina de paprica, segundo Pérez-Galveza et al (1999), sua composigcdo em
acidos graxos é predominante de acido linoléico, com 77%, podendo variar entre

as diferentes espécies.
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Tabela 5: Composigédo em acidos graxos (%) dos materiais de recheio

Acidos Graxos Oleo de Oleoresina de Recheio
linhaca paprica 1:10(%)
Acido Palmitico  (C 16:0) 6,21 17.73 7,00
Acido Estearico  (C 18:0) 5,54 3,09 533
Acido Oléico (C 18:1) 21,86 10,13 20,98
Acido Linoleico  (C 18:2) 14,93 62,07 18,08
Acido Linolénico  (C 18:3) 50,82 5,34 47,90
Acido Araquidico (C 20:0) 0,19 0,57 0,22
Acido Gadoléico (C 20:1) 013 0,11 0,12
Acido behénico (C 22:0) 0,18 0,52 0,21
Acido lignocérico (C 24:0) 0,13 0,44 0,15

(*): composigdo do recheio: oleoresina de paprica e 6leo de linhaga na proporgéo de 1:10

3.2. PRODUCAO DAS MICROCAPSULAS

3.2.1 Testes preliminares

Como em testes preliminares a condigdo de utilizacdo de surfactante com

HLB 8,6 ndo conseguiu encapsular o recheio, optou-se por utilizar um surfactante

com HLB 6,45 na mesma concentracdo, conforme opgéo dos resultados do
capitulo 2. A eficiéncia foi feita para PCAL (padrao) e 4CAL (HLB 4,3), obtendo
valores de 68% e 93%, respectivamente. Para as microcapsulas 6CAL (HLB 6,45)

a eficiéncia de encapsulagdo ndo foi feita, pois houve muito 6leo sobrenadante

apos reticulagdo e na microscopia otica foi possivel verificar as microcapsulas

vazias.

As medidas de tamanho de particulas e sua distribuicdo em forma de

histogramas das amostras PCAL e 4CAL estdo mostradas na Figura 2. Para
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avaliar a dispersdo dos resultados de tamanho de particulas, que podem ser
atribuidos a imprecisao do controle da taxa de resfriamento do banho de gelo e da

velocidade de agitacdo, surgiu a necessidade de avaliar o controle do

frequéncia relativa (%)

resfriamento.
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Figura 2. Histogramas da distribuicho do tamanho de particulas das
microcapsulas. (a) amostra padrdo PCAL sem surfactante, 20.000 rpm, pH
reticulacao 6; (b) amostra 4CAL com surfactante HLB 4.3, 20.000 rpm, pH

reticulagao 6. Foram medidas 300 microcéapsulas de cada.

Em relacdo aos testes com banho controlado foram observados dois
resultados que podem ser verificados na Figura 3. Confirmando os estudos de
Jegat e Taverdet (2000), Alvim (2005), Prata (2006), Célis (2009), Jouzel et al
(2003) e Dong et al (2007), o aumento da velocidade de agitacao proporciona
menores tamanhos de particulas observadas nas amostras PB (550rpm) em
comparagao com PG (450 rpm).

Outro resultado verificado foi a menor dispersdo relativa do tamanho das
particulas produzidas no banho controlado em relagéo ao banho de gelo, ou seja,
o controle da taxa de resfriamento proporcionou particulas com uma uniformidade
maior de tamanho entre elas. Este tipo de processo se torna interessante para

escala piloto de produgéo.
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A partir destes testes observou-se a necessidade de producdo das

microcapsulas em condigdes mais controladas, alterando os processos seguintes

para a utilizacdo dos equipamentos descritos no item 2.2.1 |1,

140 - AMOSTRA PG " AMOSTRA PB
N Tamanho médio ] - Tamanho médio-
1201 1503+ 386 um 120 4 624 +321um
F 450 rpm <3 550rpm
‘5 -é- 100 4
z F 80-
o [
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(@) (b)

Figura 3. Histogramas da distribuicao do tamanho de particulas das microcapsulas
padrdo no processo de resfriamento com banho de gelo e banho controlado. (a)
amostra padrdo PG em banho de gelo, 20.000 rpm, pH reticulagéo 6; (b) amostra

padrdo PB em banho controlado, 20.000 rpm, pH reticulagéo 6

3.2.2 Processo de producgao

Foram produzidas as amostras PCAD (padrédo), 4CAD (HLB 4,3), 6CAD
(HLB 6,45), PSAD (padréo), 4SAD (HLB 4,3), 6SAD (HLB 6,45), porém as
producbes das amostras com HLB 6,45 resultaram em microcapsulas vazias e
muito 6leo sobrenadante, demonstradas na Figura 4. No caso das amostras 6SAD
foi observada a presenga de menor nimero de microcapsulas vazias que 6CAD,
porém as gotas de recheio estdo concentradas na borda da parede, facilitando sua
liberagdo da microcapsula. Com estes resultados as analises seguintes foram
feitas apenas para as amostras padrdo e com HLB 4,3. Como Rabiskova et al
(1994), as emulsdes de goma arabica, 6leo e surfactante ficaram relativamente

instaveis, porém até a coacervagéo mantiveram-se estaveis.
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(a) (b)
Figura 4: Microcapsulas vazias produzidas com surfactante HLB 6,45. (a): 6SAD:
microcapsula com surfactante; 14.000rpm; pH reticulagdo 4; (b): 6CAD:

microcapsula com surfactante; 14.000rpm; pH reticulagao 6. Barras Microscopia

optica = 100um

3.2.3 Caracterizacao das microparticulas

A Tabela 6 e a Figura 5 apresentam os valores encontrados na
caracterizagdo das microcapsulas.

Avaliando os resultados, os valores de rendimento ndo foram altos mas, no
processo existem varios pontos criticos de controle onde ocorrem perdas n&o
monitoradas. Isto pode ser melhorado com um eficiente controle de processo. Nao
houve diferenca significativa (p<0,05) entre as amostras, portanto o uso de
surfactante nao influenciou no rendimento do processo. Valores de rendimento
sdo muito variados em processos de coacervagdo, segundo Prata et al, (2007)

podendo variar de 32 — 84%.
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Tabela 6. Caracterizac@o das microcapsulas Padrdo e com surfactante

Amostra | Umidade (%) | Rendimento (%) | Eficiéncia (%) | Tamanho médio (um)
PCAD 6,37 £0,77@ | 67,09+9,58@ | 6225+7,19®@ 134,37 £32,70 @
4CAD 6,60+2,13®@ | 6585+968®@ | 70,15+9,99 @ 121,43 + 35,60 @
PSAD | 4,80+0,34® | 61,58+532@ | 60,03+11,88@ 96,68 + 19,44
4SAD 747+053® | 62,69+283@ | 7631+264@ 88,99 17,16

Média com as mesmas letras ndo diferem significativamente entre si (p<0,05)
PCAD: microcapsula sem surfactante; 14.000rpm; pH reticulagéo 6
4CAD: microcapsula com surfactante HLB 4,30; 14.000rpm; pH reticulagédo 6
PSAD: microcapsula sem surfactante; 14.000rpm; pH reticulagdo 4
4SAD: microcapsula com surfactante HLB 4,30; 14.000rpm; pH reticulagéo 4

Em relacdo a eficiéncia, os valores das médias n&o diferem entre si ao nivel
de significancia de 5%, porém existe diferenga significativa ao nivel de
significancia de 10% entre as amostras padrdo e com surfactante HLB 4,3 no
processo sem a alteragdo de pH de reticulagdo. Isto indica uma melhoria de
eficiéncia com uso de surfactante HLB 4,3.

As eficiéncias de encapsulagdo das amostras com surfactante foram de 60
e 76%, sendo proximo de valores encontrados por Rabiskova e Valaskova (1998)
0s quais conseguiram aproximadamente 68 a 75% de eficiéncia de encapsulagdo
utilizando surfactante HLB 4,3 de microcapsulas de diferentes éleos com gelatina
e goma arabica.

Em estudos de Rabiskova et al (1994), com acido oléico (HLB 1) e
Squaleno (HLB =0) que sao hidrofébicos, obtiveram eficiéncia de encapsulagéao de
73 e 61%, respectivamente. A eficiéncia de encapsulagéo pode ser um resultado
das afinidades de suas respectivas superficies ou depender da estabilidade da
emulsdo. Gotas de o6leo coalescidas e separagdo de fases prejudicam a
encapsulagdo, pois diminuem a quantidade de gotas disponiveis comparadas a
um sistema de emulsédo ideal.

Tirkkonen, Turakka e Paronen (1994), conseguiram uma melhoria de

eficiéencia de encapsulacdo com o uso de Tween 20 (HLB 16,7), porém as
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concentracdes utilizadas foram de 0,00075%, 0,0014% e 0,003%. O tamanho das
particulas ficou maior que o padréo, indicando relagao direta entre tamanho de
particula e concentracéo de surfactante.

A coacervacdo complexa de C4,0H (dodecanol) com gelatina (GE) e goma
arabica (GA) foi otimizada por Kong et al (2009) através da mistura de GE e GA
com pH pré-ajustado para 4,0 e razdo entre os biopolimeros 1:1. A alta
encapsulagao de C1,OH passou de 80% com 1% (m/m) de Tween 20 e Span 80,
dispersos com base nos materiais de parede.

Entre as amostras sem surfactantes (PCAD e PSAD), os valores de
eficiencia foram mais baixos, na faixa de 60%. Segundo Célis (2009), que utilizou
goma arabica, gelatina e 6leo de soja com oleoresina de paprica, obteve 87,90%
de eficiéncia de encapsulagdo para condigbes de processo muito proximas as
utilizadas neste trabalho, podendo ter havido alguma alteragdo nas microcapsulas
no processo de liofilizagdo. Para Prata (2006), as eficiéncias de encapsulagao
foram entre 75,6 e 95,4% para microparticulas de ¢leo de vetiver umidas sem
reticulagéo e reticuladas com glutaraldeido, respectivamente, sem utilizagao de
surfactantes. A eficiéncia de encapsulagdo em sistemas coacervados esta
associada a condicdes de materiais e processo, que sao muito variados, sendo
necessaria a avaliagdo caso a caso.

Analisando os tamanhos de particulas houve diferenca significativa (p<0,05)
entre as amostras em relacdo ao processo, mas nao em relagédo ao uso de
surfactante. As microcapsulas produzidas sem alteragdo de pH de reticulagao,
padrao e com surfactante HLB 4,3 ficaram menores que as que foram produzidas
com ajuste de pH para 6,0 na reticulagao.

Célis (2009) em processo semelhante e sem alteragéo de pH de reticulagao
obteve tamanhos de particulas de 60,92 a 87,90 um, ainda inferiores ao obtido
neste trabalho, porém as particulas produzidas por coacervagdo complexa podem
variar de 1 a 500 um (MUKAI-CORREA, 2003).
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Figura 5: Histograma da distribuigdo do tamanho de particulas das microcapsulas.
PCAD: microcapsula sem surfactante; 14.000rpm; pH reticulacao 6; 4CAD:
microcapsula com surfactante HLB 4,30; 14.000rpm; pH reticulagédo 6; PSAD:
microcapsula sem surfactante; 14.000rpm; pH reticulacdo 4; 4SAD: microcapsula
com surfactante HLB 4,30; 14.000rpm; pH reticulacao 4

Os histogramas da Figura 5 mostram um perfil de distribuicdo unimodal em
todos os casos, demonstrando comportamento menos polidesperso para amostra
4SAD, produzida com surfactante (HLB 4,3), pH de reticulagéo 4 e 14.000 rpm de

agitagao.
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Em relagdo ao tamanho de particulas podemos analisar também os
resultados da Tabela 7, referentes aos valores de tamanho de particulas dos
processos com diferenga apenas da velocidade de agitagéo da emulséo inicial de
goma arabica com o recheio. Foram obtidos tamanhos de particulas menores para
os testes com velocidade de agitacdo maiores, tanto para amostra padrao como
para amostra com surfactante (HLB 4.3).

Jouzel el al (2003), avaliaram alteragdes na velocidade de agitagao da
emulsdo e do processo. Avaliaram a velocidade, temperatura e tempo de
emulsificagdo em fung&o do tamanho das particulas. Para a faixa de temperatura
estudada (40-60T) o aumento da velocidade de agita ¢ao resultou em decréscimo
do tamanho de particula, sendo avaliadas velocidades mais proximas das
utilizadas neste trabalho, faixa de 7.000 a 22.000 rpm. A velocidade indicada como
6tima foi de 17.000 rpm. Tirkkonen, Turakka e Paronen (1994) e Dong et al (2007)
também avaliaram a velocidade de agitagdo e tamanho de particula e obtiveram

resultados com a mesma correlagéo.

Tabela 7: Dados de tamanho de particulas das amostras com diferentes condigoes

de processo — velocidade de agitagdo da emulsao

Amostra Tamanho médio (um)
PCAL 66,00
PCAD 134,37
4CAL 63,58
4CAD 121,43

PCAL: microcapsula sem surfactante; 20.000rpm; pH reticulagéo 6
PCAD: microcapsula sem surfactante; 14.000rpm; pH reticulagéo 6
ACAL: microcapsula com surfactante HLB 4,30; 20.000rpm; pH reticulagao 6
4CAD: microcapsula com surfactante HLB 4,30; 14.000rpm; pH reticulagéo 6

Duquemin e Nixon (1986) testaram as velocidades de 180, 250 e 500 rpm
para todo o processo e obtiveram microcapsulas com tamanho de particula menor
de acordo com o aumento da velocidade de agitagédo. Guo e Zhao (2008) testaram

velocidades de 700 a 1200 rpm e obtiveram tamanhos de 60 a 31 um,
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comprovando a relagéo da velocidade de agitacao e tamanho das particulas, além
da melhora da distribuigdo do tamanho de particulas.

3.2.3.1 Microscopia ética (MO) e eletrénica de varredura (MEV)

A microscopia 6tica foi utilizada durante todo o processo sendo registradas
imagens de todas as fases de processo. Durante estas captagdes de imagens, um
tipo de avaliagcdo foi comparar imagens da etapa antes da reticulacdo, ou seja,
antes do acerto de pH para 6,0 e adicdo da enzima e de imagens da mesma

amostra apods lavagem. As microcapsulas perderam muito oleo apods este

processo e muitas apareceram trincadas conforme verificado na Figura 6.

(c)
Figura 6: Imagens de microcapsulas rachadas. (a): 4CAD antes do acerto de pH e

da adicdo enzima; (b): 4CAD ap6s a lavagem; (c): PCAD apos a lavagem. Barras
Microscopia optica = 100um

PCAD: microcapsula sem surfactante; 14.000rpm; pH reticulagao 6
4 CAD: microcapsula com surfactante HLB 4,30; 14.000rpm; pH reticulagéo 6
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Conforme Tolstoguzov (1996), os coacervados sao insoluveis e sao estes
agregados insolGveis que irdo se concentrar nas gotas coacervadas liquidas,
conduzindo a uma separagdo de fases e este processo de associagado €
reversivel, sendo que a titulagdo basica pode torna-los solliveis novamente.
Verificando a Figura 6 talvez tenha ocorrido esta solubilizagéo do coacervado com
o acerto do pH para 6,0, tornando a capsula mais instavel permitindo seu
rompimento durante as 15 horas de reticulagao.

Mesmo com estas verificagbes visuais ndo houve diferenca significativa
(p<0,05) entre os valores de eficiéncia de encapsulagéo das amostras sem e com
acerto de pH de reticulagdo para 6 (Tabela 6). Porém, em relagao ao diametro das
particulas, verifica-se diferenca significativa entre as amostras (p<0,05) com acerto
de pH 6 (PCAD e 4CAD) e as amostras sem acerto de pH (PSAD e 4SAD). Para
as primeiras, o diametro foi maior, podendo se referir também ao processo de
perda da insolubilidade do complexo. Ocorreu da mesma forma para amostras
padrdo e com HLB 4,3 (Tabela 6).

O processo de reticulagdo com transglutaminase deve ser estudado com
mais detalhes, pois para manter a condigéo favoravel a enzima ocorreu redugao
de eficiéncia na producdo das microcapsulas. Em estudos de Soper e Thomas
(2001) e Dong et al (2007) a alteragéo de pH para 7 e 6, respectivamente, foi feita
em temperatura do sistema de 10C e o tempo de reti culagao foi de 16 h e 6 h,
respectivamente, ambos obtendo bons resultados.

Na avaliagdo morfolégica das microcapsulas, atraves da microscopia otica
todas as amostras umidas mostraram morfologia de microparticulas esféricas com
distribuicdo multinuclear do recheio caracteristicas de microcapsulas coacervadas.

Estas imagens podem ser vistas nas Figuras 7(a), 7(d), 8(g) e 8(j).
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(c) (f)
Figura 7: Imagens de microscopia Otica e de varredura de amostras umidas,

liofilizadas e reidratadas. Imagem otica Umida: (a) PCAD e (d) 4CAD; Imagem
MEV seca: (b) PCAD e (e) 4CAD; Imagem otica reidratada: (c) PCAD e (f) 4CAD.
Barras Microscopia optica = 100um e MEV=3um

PCAD: microcapsula sem surfactante; 14.000rpm; pH reticulagao 6
4 CAD: microcapsula com surfactante HLB 4,30; 14.000rpm; pH reticulacéo 6
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Figura 8: Imagens d(tla} microscopia 6tica (MO) e de varredura (MEV) de amostras
umidas, liofilizadas e reidratadas. Umidas - MO: (g) PSAD e (j) 4SAD; Liofilizadas
— MEV: (h) PSAD e (k) 4SAD; Reidratadas — MO: (i) PSAD e (I) 4SAD. Barras
Microscopia optica = 100um e MEV=3um

PSAD: microcapsula sem surfactante; 14.000rpm; pH reticulagéo 4;
4SAD: microcapsula sem surfactante; 14.000rpm; pH reticulagéo 4
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Através da microscopia eletronica de varredura (MEV) foi possivel verificar
a estrutura externa e caracteristica da parede das microcapsulas. Em todas as
amostras foi observada estrutura de parede rugosa com muitos poros, conforme
Figuras 7(b), 7(e), 8(h) e 8(k). As estruturas das microcapsulas com acerto de pH
para 6 (PCAD e 4CAD) aparentaram poros maiores que as amostras sem acerto
de pH (PSAD e 4SAD).

De acordo com a quimica dos coldides, as micelas de coacervados
possuem morfologia tipo esponja, que é formada em funcdo da entropia do
sistema na desestabilizagdo da estrutura lamelar (organizada). As camadas
lamelares se tornam multiconectadas no formato de cela com curvaturas
Gaussianas negativas até a formagado da estrutura esponja (STREY et al, 1990;
MENGER et al, 2000; HOFFMANN, THUNIG, MUNKERT, 1992).

Esta morfologia esponja pode ser verificada na MEV das microcapsulas por
coacervacdo complexa deste trabalho. Mesmo sendo uma caracteristica dos
coacervados, as microcapsulas produzidas formaram poros muito grandes
tornando a estrutura fragil. O processo de liofilizagaéo foi muito drastico para esta
estrutura formada e esta fragilidade pode ser oriunda de muitos fatores relativos
as matérias primas e processo. Prata (2006) obteve microcapsulas com parede
danificada e com poros em processo de secagem rapida com nitrogénio liquido.

Os poros formados foram muito grandes e n&o formaram uma estrutura
rigida que suportasse um processo rigoroso de secagem. Muitas hipoteses podem
ser feitas em relacdo as matérias primas e aos paréametros de processo.

Provavelmente o processo de coacervagdo complexa nao ocorreu no
potencial zeta 0, ou seja, as cargas nao ficaram neutras totalmente no pH 4. Umas
hipoteses sdo a néo total dissolugdo dos materiais de parede ou matérias primas
com composicoes diferentes. Em relagdo ao processo, como houve presenga de
furos em maior quantidade nas microcapsulas que sofreram alteragéo de pH de
reticulagdo, a entropia do sistema pode ter sido alterada com adigao da base para
alteracdo de pH para 6 e modificado a estrutura do coacervado.

O processo de secagem deve ser avaliado em relagdo ao pré-tratamento,

ou seja, o congelamento antes da liofilizagdo também pode ser uma etapa que
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fragilize a estrutura da parede pela formagado de grandes cristais, sendo
interessante a pré-secagem em temperatura ambiente para remogao da agua em
excesso. Sao muitos os fatores que podem ter afetado e somente comprova a
complexidade de um processo de microencapsulagao por coacervagao complexa.

Mesmo com esta estrutura fragil, as microcapsulas secas foram reidratadas
e retornaram a estrutura encontrada nas amostras Umidas iniciais, conforme
imagens de microscopia otica das Figuras 7(c), 7(f), 8(i), e 8(l). Estas imagens
mostram que mesmo danificadas pelo processo de secagem, ao serem
reidratadas retomam a estrutura de microcapsulas multinucleadas, porem pode
ser explicado os valores mais baixos obtidos de eficiéncia de encapsulagao em
relagéo aos dados de literatura.

Ap6s analise dos resultados de eficiéncia de encapsulagéo, distribui¢ao de
tamanhos de particulas e tamanho de particula associados aos aspectos
morfolégicos observados por microscopia otica e de varredura das microcapsulas
podemos definir as amostras PSAD e 4SAD como as amostras padrao e com

surfactante mais adequadas entre todas produzidas.

3.2.3.2 Analise da estabilidade oxidativa do material de recheio

Os resultados da avaliagéo da estabilidade oxidativa das amostras umidas,
secas e reidratadas estdo mostrados nas Figuras 9, 10 e 11. As amostras umidas
apos 15 dias ainda apresentaram coloragéo alaranjada forte. As amostras secas
perderam a coloragcdo rapidamente, em apenas 3 dias e as amostras secas
reidratadas perderam a coloragédo apos 8 dias.

As amostras ja iniciaram os testes com uma parte oxidada, porém pode-se
verificar que possivelmente a presenga da é&gua de reidratacdo tornou as
microcapsulas secas mais estaveis a oxidagdo, porém & necessaria uma analise

quantitativa de coloragéo.
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(e) (f) (9) (h)

Figura 9: Imagens de microcapsulas Umidas para avaliagdo de oxidagéo do
recheio expostas ao ar. Tempo 0: (a) PCAD; (b) 4CAD; (c) PSAD; (d) 4SAD.
Tempo 15 dias: (e) PCAD; (f) 4CAD; (g) PSAD; (h) 4SAD.

PCAD: microcapsula sem surfactante; 14.000rpm; pH reticulagéo 6
4 CAD: microcapsula com surfactante HLB 4,30; 14.000rpm; pH reticulagéo 6
PSAD: microcapsula sem surfactante; 14.000rpm; pH reticulagéo 4
4 SAD: microcapsula com surfactante HLB 4,30; 14.000rpm; pH reticulagao 4

=
(a) (b) (c) (d) (e) (f) (9) (h)

Figura 10: Imagens de microcapsulas secas para avaliagao de oxidagédo do
recheio expostas ao ar. Tempo 0: (a) PCAD; (b) 4CAD; (c) PSAD; (d) 4SAD.
Tempo 3 dias: (e) PCAD; (f) 4CAD; (g) PSAD; (h) 4SAD.

PCAD: microcapsula sem surfactante; 14.000rpm; pH reticulagéo 6
4 CAD: microcapsula com surfactante HLB 4,30; 14.000rpm; pH reticulagéo 6
PSAD: microcapsula sem surfactante; 14.000rpm; pH reticulagéo 4
4 SAD: microcapsula com surfactante HLB 4,30; 14.000rpm; pH reticulagao 4

127



(a) (b) (c) (d)

(e) (f) (9) (h)

Figura 11: Imagens de microcapsulas secas reidratadas para avaliagéo de
oxidagao do recheio expostas ao ar. Tempo 0: (a) PCAD; (b) 4CAD; (c) PSAD; (d)
4SAD. Tempo 8 dias: (e) PCAD; (f) 4CAD; (g) PSAD; (h) 4SAD.

PCAD: microcapsula sem surfactante; 14.000rpm; pH reticulagéo 6
4 CAD: microcapsula com surfactante HLB 4,30; 14.000rpm; pH reticulagdo 6
PSAD: microcapsula sem surfactante; 14.000rpm; pH reticulagao 4
4 SAD: microcapsula com surfactante HLB 4,30; 14.000rpm; pH reticulagao 4

O processo de liofilizagdo expds os poros formados na estrutura das
microcapsulas deixando-as mais susceptiveis a oxidagao, permitindo o contato

maior do 6leo encapsulado com o ar.

4 CONCLUSOES

Altos valores de HLB dificultam a encapsulagdo, em concentragoes
superiores a 0,0133 % (m/m) da emuls&o inicial.
Na producdo das microcapsulas é importante o controle da taxa de

resfriamento que proporcione particulas com menor dispersao de tamanho.
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Observou-se que na utilizagdo de surfactante com HLB 6,45 houve
interagdo negativa na formagcdo das microcapsulas, produzindo microcapsulas
vazias. Muito provavelmente este fendmeno se deu por alteragdo de
hidrofobicidade do recheio, tornando-o mais hidrofilico.

Com o uso de surfactante de HLB 4,3 foi possivel encapsular o recheio nas
condicdes de pH de reticulag&o 6 e 4.

No pH de reticulagédo 6, as amostras com e sem surfactante resultaram em
eficiéncia e morfologia inferiores aos obtidos com pH de reticulagdo 4. As
amostras sem alteragdo de pH de reticulagdo (pH4) obtiveram tamanho de
particulas menores, com possiveis vantagens nas aplicagées em produtos
alimenticios e na liberagédo do recheio.

A maior velocidade de agitagdo da emulséo resultou em menor tamanho de
particulas.

As matérias primas e etapas de processo de coacervagdo complexa devem
ser bastante avaliadas em relagdo a influéncia na entropia do sistema para evitar
formag&o de microcapsulas muito frageis.

Mesmo havendo conservagdo da estrutura das microcapsulas apds a
reidratacdo, o processo de liofilizagdo mostrou-se drastico para a morfologia das
microcapsulas, afetando sua estabilidade e favorecendo a oxidagéo do recheio.

Pode-se verificar melhor desempenho para o uso de surfactante com HLB
4,3 em relagdo a eficiéncia de encapsulagdo e distribuigdo mais uniforme do
tamanho de particulas.

As amostras padrdao (PSAD) e com surfactante de HLB 4,3 (4SAD) sem
alteracdo de pH de reticulagdo obtiveram os melhores resultados gerais em
relacdo a todas as microcapsulas produzidas, podendo ser indicadas para
aplicacdo em sistema alimenticio e possibilitando a avaliagdo da liberagéo do

recheio neste sistema.
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CAPITULO 4

LIBERACAO DE RECHEIO HIDROFOBICO RICO EM OMEGA 3 DE
MICROCAPSULAS PRODUZIDAS COM E SEM SURFACTANTE APLICADAS
EM EMULSOES PADRAO O/A E A/O
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1 INTRODUCAO

O processo de microencapsulagdo envolve a formagéo de uma capsula ao
redor do recheio, a manutencdo deste recheio dentro da capsula evitando sua
saida e entrada de material indesejavel e a liberagéo do recheio no tempo certo e
com taxa controlada de liberagdo. O controle da liberagdo do recheio € uma das
mais importantes caracteristicas das microcapsulas. Existem muitos fatores que
afetam a taxa de liberacdo do recheio, desde as caracteristicas dos materiais de
parede (densidade, cristalinidade, solubilidade), propriedades das microcapsulas
(tamanho de particula, espessura da parede, camadas de parede, morfologia,
aspecto fisico pd ou liquido), parametros experimentais e meios de aplicagao
(temperatura, pH, umidade, solventes, agdo mecanica, presséo) (SHAHIDI; HAN,
1993).

Segundo Thies (1994), a liberagdo do recheio € determinada aplicando as
microcapsulas em um ambiente bem definido e monitorando a quantidade de
recheio liberado em funcéo do tempo. As condigbes selecionadas para os estudos
devem ser feitas tendo em vista a aplicagdo das microcapsulas. Uma
microcapsula contendo recheio bastante soluvel em &gua tem sua liberagao
bastante influenciada pela forga osmotica. Isto pode ser evitado alterando a
composigao do recheio com sais ou formagdo de complexos menos sollveis para
ampliar a aplicagdo. Justamente por isto, em varios trabalhos de
microencapsulacéo, a avaliagéo da liberagdo do recheio &€ uma das caracteristicas
estudadas, sendo que para farmacos a liberagdo é estudada simulando condigbes
do trato digestivo humano.

A escolha de aplicagdo de microcapsulas em sistemas que possam ser
extrapolados a uso industrial na area alimenticia, tendo em vista o estudo da
liberacdo, nao tem sido divulgado na literatura. Apenas metodologias com base
em analise sensorial sdo disponiveis (PELSER et al, 2007; IAFELICE et al, 2008).

A grande maioria dos alimentos é formada por dois ou mais componentes
imisciveis que possuem uma camada limite entre as duas fases, a fase dispersa e
a fase continua, podendo formar solugdes verdadeiras ou suspensbes e

dispersdes coloidais. As emulsdes sdo dispersdes coloidais liquido/liquido
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podendo ser tipo 6leo em agua (O/A) e agua em oleo (A/O) e muito encontradas
em produtos alimenticios de grande importdncia como leite, creme de leite,
manteiga, margarina, maionese, molhos para salada, salsicha, bolos e sorvetes
(BOBBIO; BOBBIO,1992a; FELLOWS, 2006). Por serem sistemas encontrados
em uma ampla variedade de produtos séo interessantes para serem utilizados nos
estudos de aplicagao de microcapsulas. Uma emulsédo éleo em agua (O/A) pode
simular a aplicagdo em molho de salada e uma emulsdo agua em o6leo (A/O)
simular a margarina.

Na definigho de margarina, segundo DIPOA, Portaria n° 372,
(BRASIL,1997), a quantidade de lipidios totais deve ser no maximo de 95%, e
para Creme Vegetal que € regulamentado pela ANVISA Portaria n° 193,
(BRASIL,1999), deve ser também no maximo 95% e no minimo 10% de lipidios.
Como nao é muito especifica a quantidade de lipidios na emulsao, existem muitas
formulagbes de margarinas e creme vegetal no mercado, sendo que a categoria
que contém altos teores de gordura é composta de 77 — 85% de lipidios e, por
outro lado, para molhos de salada a quantidade de gordura & menor que 30 % nos
produtos de mercado.

Para a producéo de emulsdo, dependendo do produto desejado, deve-se
utilizar um dos processos de homogeneizagdo ou uma combinagéo dos dois. Por
exemplo, no preparo de molhos de salada usualmente utiliza-se a
homogeneizagéo primaria para a mistura das fases oleosa e aquosa, enquanto
que na producdo de leite utiliza-se a homogeneizagao secundaria para a redugao
dos glébulos de gordura ja existentes (MCCLEMENTS, 2005; PERRECHIL, 2008).

As emulsdes sdo termodinamicamente instaveis e tendem a se romper com
o tempo, resultando em duas fases liquidas separadas, fase oleosa e fase aquosa.
Porém, com o uso de surfactantes para melhorar a estabilidade da emulséo, torna-
se extremamente dificil a separacdo completa das duas fases. Os surfactantes,
quando utilizados, sdo adsorvidos & interface das gotas de oleo e alteram a
relacdo de hidrofilicidade/hidrofobicidade na interface. Este processo de
separagao total denominado desemulsificagéo é bastante complexo (PERRECHIL,
2008: SOUZA, 2003; MORAIS, 2008; RABISKOVA et al, 1994).
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A desemulsificagdo normalmente ¢ alcangada por métodos fisicos como
uso de calor, centrifugacdo e agitagdo que aumentam a freqiiéncia de contato das
goticulas dispersas e método quimico com adigéo de eletrélitos suprindo a dupla
camada difusa e reduzindo o pontecial zeta, diminuindo drasticamente a repulsao
eletrostatica entre as goticulas dispersas ocorrendo sua coalescéncia (SHAW,
1975; CHEN et al, 2000; SOUZA, 2003; MORAIS, 2008).

A desemulsificacdo da emulsdo pelo aquecimento nao provoca nenhuma
alteracdo quimica, mas esta relacionada a mudangas nas caracteristicas da
solubilidade dos compostos da emulsdo ou na facilitagdo dos fenémenos de
coalescéncia. A viscosidade diminui com o aquecimento, intensificando assim a
probabilidade das particulas interagirem umas com as outras energeticamente,
sob influncia do movimento browniano. A diminuigdo da viscosidade da fase
continua ou dispersa, aumenta a probabilidade de coalescéncia no impacto.

A agitacdo (cisalhamento) somada ao aumento da temperatura, provoca
alteragdes drasticas na aparéncia e na viscosidade das emulsdes. Com a agitagao
e reducao da viscosidade, as particulas ficam mais proximas, com energia cinética
elevada, o suficiente para ocorrer a coalescéncia (SOUZA, 2003).

A desemulsificacdo & um processo indesejado para produgéo de produtos
emulsionados, porém em alguns casos é de grande importancia como na area de
petroleo (ABDURAHMAN; YUNUS; JEMAAT, 2007). Para a analise de liberagao
de microcapsulas com recheio hidrofébico aplicadas em emulsoes, a
desemulsificagdo é um processo necessario, pois a fase polar (oleosa) atrai o
material hidrofébico do recheio liberado e com a total separagéo das fases €
possivel caracterizar a fase polar e quantificar a quantidade de recheio liberado.

No caso de aplicagdo de microencapsulados de 6leo de linhaga, fonte de
acidos graxos polinsaturados da familia 6mega 3, com aproximadamente 51% de
acido graxo a- linolénico (C18:3 n-3 - ALA), é muito importante que a liberagao
ocorra 0 minimo possivel pois este composto deve ser liberado apenas no sistema
digestivo, ou melhor, no trato intestinal, onde ocorre sua melhor absorgéo. Neste
caso, portanto, a liberagdo gradual ndo é interessante e os mecanismos de

liberagao devem ser minimizados.
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A caracterizagdo da emulsao é importante para avaliar as condi¢cdes do
meio onde as microcapsulas serdo aplicadas, principalmente para alimentos, onde
os sistemas sdo bastante complexos. Como em qualquer processo de producgéo
de alimentos existem fatores externos como presséo, temperatura, umidade, pH,
concentragao de sais, luz que irdo afetar a liberagdo do recheio das microcapsulas
e cada caso devera ser analisado separadamente.

Como a hidrofilicidade/hidrofobicidade € um dos pontos importantes de
afinidade entre os compostos polares e apolares, neste trabalho foram utilizadas
microcépsulas de o6leo de linhaga e oleoresina de paprica produzidas por
coacervagdo complexa, com e sem surfactante em seu recheio. O intuito do
trabalho foi avaliar a liberagdo do recheio destas microcapsulas aplicadas em
emulsdes padrdo do tipo O/A e A/O, verificando a interferéncia da presenga do

surfactante.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

Microcapsulas de 6leo de linhaga e oleoresina de péprica produzidas
conforme descrito no capitulo 3 (amostras PSAD e 4SAD), 6leo de girassol alto
oléico - PepsiCo: surfactantes - Croda do Brasil dos seguintes tipos: Monooleato
de polioxietileno de sorbitana — polisorbato 80 ou Tween 80 (HLB 15) e
monooleato de sorbitana - Span 80 (HLB 4,3); Cloreto de sodio PA - Ecibra,

padrao interno acido graxo nonadecandico C19:0 — Fluka.
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2.2 EQUIPAMENTOS

2.2.1 Equipamentos utilizados nos processo e determinagdes analiticas

Homogeneizador Ultraturrax TP 18, velocidade de rotagao fixa 20.000 rpm -
IKA-WERK; Balanca Analitica Ohaus modelo Adventurer; pHmetro Schott
Titroline: Banho Maria FANEM Modelo 100; Cromatografo Gasoso Capilar CGC
Agilent 6850 Series GC System; Zeta Sizer Nano Series Nano ZS — Malvern
Instruments, utilizado na Faculdade de Engenharia Quimica da UNICAMP;
Microscopio otico Jenaval - Carl Zeiss, Alemanha; Rotoevaporador Fisatom 802;

Agitadores de tubos de ensaio AP56 - Phoenix.

2.3 METODOS

2.3.1 Identificacao dos 6leos

A identificacdo dos dleos de girassol alto oléico (OGAO) e do recheio de
oleoresina de paprica com o6leo de linhaga (1:10) foram feitas através da
composigdo em acidos graxos (AOCS Ce 2-66, 2004), sendo o preparo dos
ésteres metilicos realizado conforme Hartman e Lago (1973). As condigbes
cromatograficas foram: Cromatografo Gasoso Capilar CGC Agilent 6850 Series
GC System, dotado de coluna capilar DB-23 Agilent (50% cyanopropyl -
methylpolysiloxane), dimensdes 60m, @ int: 0,25mm, 0,25um filme; fluxo na
coluna de 1,00mL/min; velocidade linear de 24cm/seg; temperatura do detector
280°C; temperatura do injetor 250°C. Temperatura do forno: 110T — 5 minutos,
110 — 215T (5C/min), 215C — 34 minutos; gés de a rraste: hélio; volume injetado
1,0uL, split 1:50.

O dleo de girassol alto oléico foi selecionado como o 6leo das emulsdes por
ter em sua composicdo minima quantidade de &cido graxo a- linolénico (C18:3 n-3

- ALA), composto de interesse para as analises de liberag&o do recheio.
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2.3.2 Elaboracao das emulsdes com microcapsulas

Os meios definidos como emulsdes padrdo seguiram processo determinado
como emulsdo primaria, ou seja, apenas sofreram a¢cdo mecanica do tipo forga de
cisalnamento pelo uso de misturadores de alta velocidade, obtendo a redugéo do
tamanho das goticulas apenas até um certo limite. A homogeneizacdo secundaria
que consiste na reducado dos tamanhos das particulas ja existentes na emulsao e
que resultaria em emuls&o estavel néo foi feita para que pudesse ser avaliado
somente um tipo de acdo mecanica sobre as microcapsulas e analisar se elas
suportam esta primeira pressdo (MCCLEMENTS, 2005; PERRECHIL, 2008).

As emulsdes padrdo primarias estudadas foram definidas como emulsdes
EAO (80% de o6leo de girassol alto oléico, 20% de agua e 0,4% Span 80 ) e EOA
(20% de oleo de girassol alto oléico, 80% de agua e 0,4% Tween 80). Cada
emulsdo foi produzida com a mesma quantidade de capsula definida,
homogeneizagdo de 20.000 rpm por 1 minuto, temperatura ambiente, agua
deionizada e em triplicata. A adi¢cdo dos surfactantes seguiu a afinidade de cada
um com o meio, ou seja, Tween 80 adicionado a agua e Span 80 adicionado ao
oleo.

Com a definicdo da eficiéncia de encapsulagdo e identificagdo dos oleos,
buscando seguir uma relagdo de n-6/ n-3 nutricionalmente adequada, menor que
10, foi definida a quantidade de 6% de microcapsulas (PSAD e 4SAD) para a
aplicacdo. Os valores tedricos de n-6/ n-3 para liberagéo total das microcapsulas
estdo descritos na Tabela 1 confirmando a reducdo da relagdo n-6/ n-3 das
emulsées em comparagdo com a emulsdo sem adicdo das microcapsulas, sendo
este o objetivo nutricional da adigdo das microcapsulas em sistemas padrao de

emulsoées.
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Tabela 1: Valores teéricos das quantidades de n-6 e n-3 e relagéo n-6/n-3 para

emulsdes 6leo em agua (EOA) e agua em oleo (EAQ) com microcapsulas

Emulsao Valor n-6 (g) | Valor n-3 (g) | Relagao n-6/ n-3 (*)

EOA 2,84 0,16 18,18

EAO 11,36 0,62 18,18
Microcapsula PSAD

EOA 3,05 0,73 4,20

EAO 11,57 1,19 9,68
Microcapsula 4SAD

EOA 3,11 0,88 3,53

EAO 71,63 1,35 8,62

EAOQ: 80% de 6leo de girassol alto oléico e 20% de agua — 0,4% Span 80

EOA: 20% de 6leo de girassol alto oléico e 80% de agua — 0,4% Tween 80

PSAD e 4SAD: microcapsulas produzidas por coacervagdo complexa de oleo de linhaga com
oleoresina de paprica (10:1) e material de parede goma arabica e gelatina

PSAD: microcapsulas padrdo com 60,03% de eficiéncia de encapsulagao

4SAD : microcapsula com surfactante HLB 4,30 e com 76,31% de eficiéncia de encapsulagao

(*): valores considerados para uma liberagdo de 100% do recheio

2.3.3 Caracterizacao das emulsoes

A caracterizacdo das emulsées foi realizada buscando conhecer os meios
nos quais as microcapsulas seriam aplicadas. Foram produzidas emulsdes sem
microcapsulas segundo item 2.3.2 e no equipamento Zeta Sizer Nano Series Nano
7S foram medidos o potencial zeta, condutividade, viscosidade e tamanho de
particulas. Outras caracteristicas avaliadas foram as medidas de pH, temperatura
e microscopia 6tica utilizando-se um microscopio ético Jenaval — Zeiss (Alemanha)
com captacdo de imagens através de uma camera digital H1 1606, usando lente
auxiliar optovar de 1,25 x e objetiva 12,5x. O programa de aquisi¢do de imagens

foi EDN-2 Microscopy Image Processing System.
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2.3.4 Processo de desemulsificacao

Foi necesséario um estudo de desemulsificagdo das emulsées padrdo para
que pudesse ser avaliada a liberacao de recheio das microcapsulas. Por ser
hidrofébico, o recheio liberado migra para a fase oleosa da emulsdo a qual deve
ser totalmente separada para que se possa analisar em relagdo a sua composigao
em acidos graxos e quantificar a quantidade de recheio liberado através do
composto de interesse.

Testes preliminares foram realizados para separar as emulsdées e assim
avaliar somente a fase oleosa do sistema. Além da dificuldade de conseguir a total
separagdo de fases, durante o processo deveriam ser minimizados os efeitos as
microcapsulas, evitando induzir a liberacao de recheio.

Algumas observagdes devem ser relatadas para se partir desta premissa,
testando diferentes meios e condigdes. As microcapsulas adicionadas em agua a
temperatura ambiente e 100C por 1 minuto, ficaram dispersas e integras por até
12 h. Adicionadas em éleo de soja a temperatura ambiente e 100T por 1 minuto,
ficaram integras, porém agrupadas. Adicionadas em emulsdo A/O 1:1, 2:1 e 1:2
ficaram dispersas na fase aquosa ap6s desestabilizagdo das emulsGes e
separacdo das fases. Também foram testados alguns solventes como hexano,
cloroformio, éter de petréleo e solugdo salina NaCl. Em todos estes testes as
microcapsulas migraram para a parte polar, ou seja, fase aquosa da emuls&o.

Com estas informagbes do comportamento das microcapsulas e com base
em estudos de Souza (2003), Abdurahman, Yunus e Jemaat (2007) e Chen et al
(2000), dentre os varios métodos existentes foi possivel definir o processo de
desemulsificacdo. O uso de aditivo quimico (cloreto de sodio), separagao
gravimétrica, aquecimento e agitagdo intensa foram utilizados para
desestabilizacdo das emulsdes e separagdo da fase oleosa composta por 6leo de
girassol alto oléico e recheio liberado e da fase aquosa com microcapsulas
inteiras.

As emulsdes preparadas (10g) foram mantidas em banho maria a 50T e

apos 1 hora foram transferidas para um funil de separagé@o. Foram adicionados 5
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mL de agua deionizada e 5 mL de éter de petroleo e mantidas em repouso por 1
hora. A parte inferior, fase aquosa com microcapsulas inteiras e residuos de
material de parede, foi retirada. A adigéo de &gua foi repetida até total retirada de
residuos de microcapsulas inteiras na fase aquosa. A fase retida foi transferida
para tubos de ensaio previamente tarados e pesados para obter a quantidade de
emulsdo restante. Adicionou-se 7,5% (m/m) de cloreto de sodio. Os tubos foram
agitados em agitadores de tubos por 30 segundos e colocados em banho maria a
50C por 1 hora ou até a emulséo separar totalmente . A cada 15 minutos foi feita
agitagao por 30 segundos. As fases separadas foram transferidas para funil de
separacgao e adicionados 5 mL de &gua deionizada e 5 mL (ou mais) de éter de
petréleo para lavagem dos tubos. A fase inferior aquosa foi retirada e a fase
superior oleosa retida foi transferida para bal6es tarados para evaporagao do éter
de petréleo em rotoevaporador. A agua residual na fase oleosa foi retirada com
adicio de acetona (5 mL) e evaporagdo em rotoevaporador. Os balbes abertos
foram colocados em estufa a 100TC, sem vacuo e mantidos por 30 minutos. Por
diferenca de peso se obteve a quantidade da fase oleosa (6leo da emulsdo com
recheio liberado). Este processo foi feito em triplicata.

As emulsdes sdo bastante instaveis e apds 24 horas ocorre separagao
quase total da emuls&o, ndo sendo mais um sistema padréo de emulsdo. Desta
forma, o processo de desemulsificagdo e avaliagéo de liberagao em funcédo do

tempo foram realizados somente nos tempos 0 e 24h.

2.3.5 Avaliacdo da liberagao do recheio

2.3.5.1 Curva de calibragédo com padréo interno (P.l.)

Para a determinacédo da quantidade de recheio liberado foi elaborada uma
curva de calibracdo com emulsdes padrdo conhecidas adicionadas de 20, 50 e
80% (m/m) de dleo de linhaga adicionado. Estas emulsdes foram produzidas
conforme item 2.3.2 e separadas conforme item 2.3.4.

A fase oleosa obtida do processo de desemulsificagdo de cada emulsao

acima foi analisada através da composicdo em acidos graxos (AOCS Ce 2-66,
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2004), sendo o preparo dos ésteres metilicos realizado conforme Hartman e Lago
(1973) com adi¢do de quantidade conhecida (1 mL) de solu¢édo padrdo de acido
graxo nonadecanoico - C 19:0 (1 mg / 1 mL hexano) como padrao interno (P.1.),
em cada analise. Estas analises foram feitas em duplicata.

Conforme Langas (1993), padrdo interno (P.l.) € um composto que se
adiciona a amostra de forma que nunca interfira com a andlise, deve ser
disponivel em alto grau de pureza, ser adicionado em concentragdes similares ao
composto analisado e ter picos bem resolvidos.

As areas obtidas para os acidos graxos a- linolénico (C18:3) e
nonadecanoico (C 19:0) nas analise das diferentes concentragbes sao utilizadas

na construgéo da curva de calibrag&o, segundo as Equacbes 1 e 2:

Y = area (C 18:3) (Equacao 1)
area (C 19:0)
X = massa (C 18:3) (Equacgao 2)

massa (C 19:0)
A normalizagdo das areas (LANCAS, 1993) foi realizada e a regressao

linear e a equagéo da reta foram calculadas.

2.3.5.2 Determinacao da quantidade de recheio liberado

A composicdo em acidos graxos da fase oleosa obtida do processo de
desemulsificagdo das emulsdes com aplicagdo de microcapsulas foi realizada
conforme métodos de analises descritos em 2.3.5.1.

Utilizando a normatizacdo das éareas, a equagédo da reta da curva de
calibracdo descrita em 2.3.5.1 e a relagéo das areas de C 18:3 e C 19:0 (Y) de
cada andlise, se determinou a relacéo das massas de C 18:3 e C 19:0 (X). Através
da Equacao 3 foi possivel obter a quantidade em massa do acido graxo C 18:3 na

amostra analisada.

m (C 18:3) = m (C 18:3) xm (C 19:0) (Equagéo 3)
m (C 19:0)
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Com valores de massa de acido graxo a- linolénico (C18:3 n-3 - ALA) e
composicao em acidos graxos do recheio foi determinada a quantidade de recheio
liberado em massa. Utilizando os dados de eficiéncia de encapsulagéo das
microcapsulas PSAD e 4SAD obtidos no Capitulo 3 foi calculada a % de recheio

liberado.

2.3.6 Analise estatistica

Os dados obtidos nos ensaios experimentais foram avaliados
estatisticamente por meio do programa estatistico Statistica 5.0 - Statsoft, USA
(STATISTICA,1995) com nivel de significancia de 5% para teste de Tukey.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 IDENTIFICACAO DOS OLEOS

Através da normalizacéo das areas foi determinada a composigéo de acidos
graxos dos 6leos de girassol alto oléico (OGAO), do recheio de dleo de linhaga
com oleoresina de paprica (10:1) demonstrados na Tabela 2.

Tabela 2. Composicdo de acidos graxos (%) de Oleo de girassol alto oléico

(OGAO) e recheio de 6leo de linhaga com oleoresina de paprica (10:1)

Acido Graxo (%) OGAO recheio
Acido palmitico ( C 16:0) 4,59 7,01
Acido estearico ( C 18:0) 2,57 5,35
Acido oléico ( C 18:1) 76,16 21,03
Acido linoléico (C 18:2) 14,22 17,91
Acido linolénico ( C 18:3 ) 0,78 48,00
Acido araquidico (C 20:0 ) 0,31 0,22
Acido gadoléico ( C 20:1) 0,32 0,12
Acido behénico ( C 22:0) 0,71 0,21
Acido lignocérico ( C 24:0) 0,33 0,15
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3.2. ELABORACAO DAS EMULSOES COM MICROCAPSULAS

As emulsdes foram preparadas conforme descrito em 2.3.2 e observou-se
que as emulsdes A/O com aplicagao das microcapsulas ficaram estaveis, porém
as microcapsulas nao ficaram totalmente dispersas na emulsdo, formando
aglomerados. Nas emulsdes O/A as microcapsulas ficaram bem dispersas e

houve formacao de espuma.

3.3 CARACTERIZACAO DAS EMULSOES

As emulsées sem microcapsulas ndo foram preparadas no mesmo local da
analise do potencial zeta, condutividade, tamanho de particula e viscosidade,
portanto por serem emulsdes primarias a instabilidade ja havia iniciado. Os valores
destas analises estdo na Tabela 3 e valores de potencial zeta comprovam a
instabilidade das emulsées segundo classificagdo feita por Salopek, Krasic e
Filipovic (1992), onde valores de potencial zeta entre +5 e -5 mV correspondem a
sistemas de emulsdes com aglomeragdo e precipitagéo, nao sendo emulsdes
estaveis. Sendo assim, os valores de tamanho médio ndo devem ser considerados
reais, pois os aglomerados também foram medidos.

Em relagdo a condutividade, os valores foram baixos devido ao sistema

estar com particulas com reduzida eletronegatividade.

Tabela 3. Caracterizagdo das emulsdes sem microcapsulas

Emulsdo | pH | Potencial zeta | Condutividade | Viscosidade | Tamanho
(mV) (uS/cm) (cP) médio (um)

EOA 575 | ~0.375£5,78 0,000365 0,8871 1910

EAO 5,62 | 0,906 +41,60 0,012700 0,8868 311

Temperatura 25°C

EAO: 80% de dleo de girassol alto oléico e 20% de agua — 0,4% Span 80
EOA: 20% de 6leo de girassol alto oléico e 80% de agua — 0,4% Tween 80
Graficos mostrados no Anexo B.
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A microscopia ética das duas emulsbes esta apresentada na Figura 1,
possibilitando o entendimento da dispersado das particulas de 6leo e agua nas
emulsdes. E possivel verificar a diferenga do tamanho de particulas das emulsoes
e visualmente correspondem aos valores da Tabela 3 onde a emulsao EOA

obteve valores de tamanho médio de particulas bem maiores que a emuls@o EAO.

(a) (b)
Figura 1: Microscopia 6tica das emulsdes sem microcapsulas: (a): O/A (EOA); (b):

A/O (EAO). Barras Microscopia optica = 50um
3.4 DESEMULSIFICACAO DAS EMULSOES

Este método foi inicialmente testado em triplicata com as emulsées EAO e
EOA sem microcapsulas e obtendo-se de 91 a 99% de rendimento, ou seja, % de
6leo recuperado da emulsdo inicial. A composigdo em acidos graxos do dleo
recuperado correspondeu a composigdo em acidos graxos do OGAO,
demonstrando que a analise ndo afetou a qualidade do dleo.

As emulsdes com microcapsulas e com maior quantidade de dleo (EAO)
separaram rapidamente e em alguns casos a quantidade de cloreto de saédio foi
reduzida. As emulsdes com maior quantidade de agua (EOA) formaram além da
espuma, uma fase intermediaria branca de dificil separagao e eliminacao e a
quantidade de cloreto de sodio foi mantida. O aumento da concentragéo de

eletrdlito (desemulsificador) em uma emulsdo aumenta o efeito de afastamento
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entre as particulas e faz com que a camada difusa se torne mais compacta,
diminuindo rapidamente o potencial zeta e separando a emulséo (SOUZA, 2003).
Por ser um método de muitas etapas, nas emulsdes A/O (EAO) foram
recuperados 91% do 6leo inicial e para emulsdes O/A (EOA) 56%.
Foi feita captagado de imagem por microscopia 6tica das microcapsulas apos
desemulsificagdo, encontradas na fase aquosa recolhida e esta apresentada na

Figura 2.

Figura 2: Microcapsulas inteiras apos processo de desemulsificagdo da emulsao

em que foi aplicada. Barra Microscopia optica = 50um

3.5 Curva de calibragdo com padrao interno (P.1.)

Através das analises cromatograficas foram obtidos os valores de area dos
acidos graxos a-linolénico (C18:3) e acido graxo nonadecandico (C 19:0) das
emulstes padrao com 20%, 50% e 80% de oleo de linhaga. Determinando os
valores de Y (relacdo de areas de C 18:3 e C 19:0) e de X (relagdo de massas de

C 18:3 e C 19:0) foi possivel plotar em grafico segundo Figura 3.
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Figura 3. Curva de calibragdo para quantificagao do acido graxo a-
linolénico (C 18:3). A: area obtida na analise de composi¢ao; m: massa adicionada

C 19:0:acido graxo nonadecandico (P.l.); C 18:3:acido graxo a- linolénico (composto de interesse)

O valor da regressao linear obtido pela curva foi alto, R? = 0,9983, portanto
a equagao da reta, Equagdo 4, foi utilizada para calculo das quantidades de
massa de acido graxo a- linolénico (C18:3 n-3 - ALA) das emulsdes testadas com

as microcapsulas.
Y =0,9274 X (Equagéo 4)

3.6 AVALIACAO DAS LIBERACOES DE RECHEIO
Através das analises cromatograficas (exemplos mostrados no Anexo C) e

normalizagio das &reas foi determinada a composi¢do em acidos graxos das

amostras da fase oleosa separada pela desemulsificagdo das emulsbes (Tabelas

4 e 5).
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Tabela 4: Composicédo em acidos graxos (%) da fase oleosa separada pela

desemulsificacdo das emulsées EAO com microcapsulas nos tempos 0 e 24 horas

’ Oh 24h

Acido EAO EAO

Graxo PSAD 4SAD PSAD 4SAD
C16:0 4.56 + 0,023 4,57+ 0,021 4,55+0,014 4,55+0,015
C18:0 2.60 +0,004 2,61+0,010 2 62+0,017 2.63+0,017
C18:1 75,89+0,049 75,810,043 75,88+0,114 75,87+0,122
C18:2 14,15+0,017 14,15+0,012 14,12+0,058 14,07+0,111
c18:3  1,11+0,004 @  1,19+0,005 @ 1,14+0,050 @® 1,17+0,022 @
C20:0 0,31+0,001 0,31+0,002 0,31+0,004 0,32+0,011
C20:1 0,33+0,020 0,32+0,002 0,32+0,002 0,33+0,023
@22:0 0,72+0,002 0,71+0,003 0,73+0,010 0,73+0,010
C24:0 0,33+0,001 0,33+0,003 0,34+0,006 0,34+0,005

Médias com as mesmas letras néo diferem significativamente entre si (p<0,05)

EAOQ: 80% de dleo de girassol alto oléico e 20% de agua — 0,4% Span 80

PSAD e 4SAD: microcapsula produzida por coacervagdo complexa de éleo de linhaga com
oleoresina de paprica (10:1) e material de parede goma arabica e gelatina

PSAD: microcapsulas padrao com 60,03% de eficiéncia de encapsulacdo

4SAD : microcapsula com surfactante HLB 4,30 e com 76,31% de eficiéncia de encapsulagao

A avaliagao estatistica foi realizada apenas para o acido graxo a- linolénico
(C18:3) que é o composto de interesse e nas emulsdes EAO, entre os tempos de
0 e 24 horas n&o houve diferenca significativa (p<0,05) entre as amostras 45AD e
entre as amostras PSAD. O mesmo pode ser visto na Tabela 5 para emulsGes
EOA.
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Tabela 5. Composigao em acidos graxos (%) da fase oleosa separada pela

desemulsificagado das emulsées EOA com microcapsulas nos tempos 0 e 24 horas

Oh 24h
Acido EOA EOA
Graxo PSAD 4SAD PSAD 4SAD
C16:0 4,62+0,023 4.66+0,044 4,63+0,039 4,63+0,011
C18:0 2 67+0,013 2.78+0,166 2 71+0,043 2.71+0,020
C18:1 74.84+0,131 74,4+0,247 74.84+0,170  74,60+0,146
Cc18:2 14,15+0,118 14,15+0,014  14,12+0,164  14,13+0,152
C18:3  2,05+0,021 @  2,3040,025® 2,010,017 @ 2,27+0,026 ©
C20:0 0,31+0,002 0,34+0,056 0,31+0,003 0,31+0,004
C20:1 0,32+0,005 0,32+0,005 0,32+0,006 0,31+0,004
C22:0 0,71+0,005 0.71+0,008 0,72+0,010 0,72+0,011
C24:0 0,33+0,004 0,330,001 0,34+0,006 0,33+0,004

Médias com as mesmas letras ndo diferem significativamente entre si (p<0,05)

EOA: 20% de 6leo de girassol alto oléico e 80% de adgua — 0,4% Tween 80

PSAD e 4SAD: microcapsula produzida por coacervagdo complexa de dleo de linhaga com
oleoresina de paprica (10:1) e material de parede goma arabica e gelatina

PSAD: microcapsulas padrdo com 60,03% de eficiéncia de encapsulagao

4SAD : microcapsula com surfactante HLB 4,30 e com 76,31% de eficiéncia de encapsulag@o

Com os valores de composicdo em acidos graxos da fase oleosa obtida da
desemulsificagdo das emulsdes, a curva de calibragéo e valores de eficiéncia de
encapsulacédo de cada microcapsula calculou-se a % de recheio liberado conforme
dados da Tabela 6 (Anexo D).

Avaliando os resultados da Tabela 6, houve diferenca significativa (p<0,05)
de quantidade de recheio liberado entre as amostras das emulsdes com mais
agua (EOA) e com mais 6leo (EAO), para 0 e 24h. As microcapsulas aplicadas em
emulsdo com mais 6leo (EAQ) liberaram mais recheio que em emulsdo com mais
agua (EOA). A afinidade do recheio com o meio pode ser o motivo da maior

facilidade de liberagao.
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Tabela 6. Quantidade de recheio liberado na aplicagdo de microcapsulas em
emulsdes padrao EAO e EAO

Microcapsula PSAD % de recheio liberado @
Oh 24 h
EOA 29,68 + 4,06 *9C9 | 2530 +0,37 ®'®
EAO 42,85+ 1,49 @@ 142904+ 3,19 @@
Microcapsula 4SAD % de recheio | liberado ("'®
Oh 24 h
EOA 27,63 +2,68 P®) | 24.85+1,03 P C
EAO 41,00 +4,09 @@ | 3361 +3,16 @

(1): Médias com as mesmas letras ndo diferem significativamente entre si (p<0,05)

(2): Médias com as mesmas letras ndo diferem significativamente entre si (p<0,10)

EOQA: 20% de déleo de girassol alto oléico e 80% de agua — 0,4% Tween 80

EAQ: 80% de ¢éleo de girassol alto oléico e 20% de agua — 0,4% Span 80

PSAD e 4SAD: microcapsula produzida por coacervagdo complexa de oleo de linhaga com
oleoresina de paprica (10:1) e material de parede goma aréabica e gelatina

PSAD: microcapsulas padrao com 60,03% de eficiéncia de encapsulagéo

4SAD : microcapsula com surfactante HLB 4,30 e com 76,31% de eficiéncia de encapsulagéo

No caso de liberacdo maior em emulsdo EAO, avaliando a presenga do
surfactante, no tempo 0 nado teve diferenca significativa (p<0,05) entre amostra
padrédo (sem surfactante) e a amostra com surfactante (HLB 4,3) na liberagéo de
recheio. Em 24 horas foi observada diferenga significativa (p<0,05) entre amostra
padrdo e com surfactante, sendo este ultimo um valor menor, podendo ser um
indicio que a presencga do surfactante evita a liberagéo do recheio em meio oleoso.

Para emulsées com mais agua, ndo houve diferenga entre a liberagéo de
recheio das microcapsulas padrédo (sem surfactante) e das com surfactantes (HLB
4,3), para tempos 0 e 24h. Mesmo assim, os valores de liberagdo para amostra
com surfactantes sdo menores que para amostra padrdo sem surfactante.

Segundo trabalhos de Tirkkonen; Turakkas; Paronen (1994), a presenca de
qualquer dos surfactantes testados, cationico, aniénico e n&o iénico (HLB 16,7)
ndo afetou na liberagdo do material de recheio comparado a amostra preparada

sem surfactante.
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Para as emulsdes com maior quantidade de agua nao houve diferenca
significativa (p<0,05) entre as microcapsulas e os tempos.

De acordo com McClements (2005) e Shahidi e Han (1993) os mecanismos
de liberagdo podem ocorrer pelo processo de fratura, onde a cobertura pode ser
quebrada por forgcas externas como pressao ou por cisalhamento; processo de
difusdo que ocorre por forgas internas, um gradiente de concentragédo faz com que
ocorra a transferéncia de massa de um meio mais concentrado para um menos
concentrado; processo de dissolugdo que ocorre pela agéo de um solvente ou por
calor; ou processo de biodegradagéo que ocorre quando o material & susceptivel a
mecanismos degradativos, como por exemplo, a agdo de enzimas.

Para os dois tipos de emulsées produzidas neste trabalho, pelo processo de
preparo, a liberag@o do recheio pode ter ocorrido pelo mecanismo de fratura por
cisalhamento, e no caso das emulsées com maior quantidade de 6leo, um outro
mecanismo de liberacdo adicional pode ter ocorrido, a difusdo, explicando os
valores mais altos de liberagéo do recheio nestas emulsoes.

Considerando o fato de que o tratamento com pequeno cisalhamento pode
destruir as microcapsulas, a indicagdo para aplicagado em molhos de salada a

temperatura ambiente podem ser recomendado.

4 CONCLUSOES

O uso de surfactante de HLB 4,3 na produgdo de microcapsulas teve uma
leve tendéncia de reduzir a liberag&o do recheio em emulsdes padréo de agua em
6leo (EAQ), principalmente, e de 6leo em agua (EOA).

Microcapsulas com recheio hidrofébico tendem a liberar mais recheio em
emulsées com maior quantidade de 6leo.

A utilizagdo dos surfactantes na produgdo das emulsdes (Tween 80 na
emulsdo EOA e Span 80 na emulsdo EAO) pode também ter interferido na
liberagdo do recheio, porém nao existem dados conclusivos.

O processo de desemulsificagdo pode ser melhorado mas foi eficiente para

avaliagao de recheio liberado na fase oleosa.
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A técnica de quantificacdo de recheio liberado por cromatografia gasosa
somente pode ser utilizada se o 6leo utilizado nas emulsées ndo contiver o acido
graxo de interesse do recheio das microcapsulas.

Para uma avaliacdo de liberagdo em diferentes tempos € necessaria a
aplicagao de microcapsulas em emulsbes estaveis, porém com mais acgdes
mecanicas que podem danificar as microcapsulas.

Como as microcapsulas testadas possuem uma estrutura fragilizada pelo
processo de liofilizacdo que foram submetidas, possivelmente microcapsulas com

estruturas mais rigidas poderiam liberar menos recheio nas emulsdes.
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CONCLUSOES GERAIS

A utilizacdo de surfactantes interfere na producéo de microcapsulas de
recheio hidrofobico por coacervagdo complexa. O uso de surfactante com HLB 4,3
na dosagem de 0,013% (m/m) interferiu positivamente na eficiéncia de
encapsulagdo e na liberagdo do recheio. Porém o uso de surfactantes com HLB
maior que 6,45, na mesma dosagem, resultou em microcapsulas vazias ou mesmo
na nao formagao do coacervado.

A dosagem de utilizagdo do surfactante € um parametro que deve ser
estudado para otimizagdo da produgdo de microcapsulas por coacervagao, poréem
as quantidades devem ser minimas, o que dificulta a realizac&o dos testes.

A utilizagao de cloreto de calcio (0,05%, m/m) para minimizar a formagao de
espuma no processo de emulsdo apresentou resultados favoraveis e pode ser
uma opgao interessante para as produgdes de microcapsulas coacervadas onde o
sistema favorece a formagdo de espuma, ou pela presenga de surfactantes ou
pelas caracteristicas do 6leo encapsulado.

A producdo de microcapsulas por coacervagao complexa é bastante
delicada e com muitos pontos criticos de processo. A estrutura de um coacervado
é bastante complexa e muitos fatores afetam positiva e negativamente as
caracteristicas finais das microcapsulas. A partir dos resultados deste trabalho se
torna de grande importancia o acompanhamento do potencial zeta das emulsdes
de goma arabica, da gelatina, da primeira emulsdo (goma arabica, Oleo,
surfactantes e outros) e do sistema coacervado para que possa garantir as
estruturas rigidas da parede.

No processo de resfriamento, a taxa de resfriamento ¢ de grande
importancia sendo a utilizagdo de banhos controlados de temperatura muito
favoraveis a formagdo de microcapsulas com menor dispersao de tamanho de
particulas. Em relagdo ao tamanho de particulas, a velocidade de agitacao
influencia diretamente no tamanho de particulas, sendo que velocidades altas

produzem tamanhos menores de particulas. As particulas com tamanhos menores
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aumentam a area superficial total e necessitam maiores pressdes para ruptura,
sendo mais resistentes na liberacido do recheio.

A reticulagdo com transglutaminase € uma etapa do processo que deve ser
avaliada cuidadosamente pois com a alteracdo de pH para pH 6timo da enzima
(pH 6) houve reducao de performance das microcapsulas.

O processo de secagem das microcapsulas € uma etapa critica, pois as
microcapsulas apos liofilizagdo tiveram sua estrutura da parede danificada. O pré
congelamento em freezer pode néo ser adequado se a quantidade de agua nas
microcapsulas umidas ainda for grande. Com a formagéao de cristais grandes desta
agua livre durante o congelamento lento, estes podem danificar a estrutura da
parede mesmo antes da liofilizagcdo. Alguns trabalhos apresentam a secagem das
microcapsulas em temperatura ambiente e isto pode ser uma etapa a ser
adicionada antes da liofilizagao.

A microencapsulacdo de recheios de 6leos insaturados € uma solug&o
contra a oxidagdo destes, porém a avaliacao da estabilidade das microcapsulas €
de grande importancia. Neste trabalho o uso da oleoresina de paprica foi bastante
interessante, pois além de auxiliar na visualizagdo da microscopia otica, foi
possivel verificar visualmente a degradagéo dos carotendides pela oxidagéo das
microcapsulas, revelando a fragilidade da estrutura da parede. Pode-se pensar em
utilizar analises de colorimetria para avaliagdo mais quantitativa das amostras em
relagéo a estabilidade a oxidagéo, ou melhor, estrutura protetora da microcapsula.

As emulsdes primarias foram importantes para estudos iniciais de
comportamento das microcapsulas, porém dificultaram algumas analises por
serem muito instaveis. As emulsées secundarias sofrem maior trabalho mecénico
e o sistema recebe maior quantidade de energia favorecendo a ruptura das
microcapsulas, porém é um sistema que deve ser estudado para maior
esclarecimento em relagdo a liberagdo do recheio ao longo do tempo das
microcapsulas aplicadas em emulsdes padrao.

A avaliacdo da liberagdo de recheio em emulsées padréo foi adequada e

possibilitou determinar uma metodologia de avaliagéo de liberagéo de recheios

159



hidrofobicos, desde que haja uma boa selegdo prévia da composicao em acidos
graxos dos oleos utilizados.

Os resultados mostrados de liberagdo maior de recheio hidrofobico em
emulsbes com maior quantidade de o¢leo indicam que a relagdo
hidrofobicidade/hidrofilicidade entre o recheio e o meio aplicado influencia na
liberagdo e portanto, deve-se projetar uma microcapsula para cada aplicacéo
utilizando a alteragéo da hidrofobicidade do recheio.

As microcapsulas produzidas neste trabalho podem ser indicadas para
aplicagado em molhos de salada, a qual tem uma formulagdo com maior
quantidade de agua que de 6leo e o processo implica trabalho mecanico minimo,
nao afetando muito na liberagéo do recheio antes da ingestéo pelo consumidor.

A aplicagdo de microcépsulas de dleo rico em dmega 3 em emulsoes € uma
interessante solugao para se obter produtos variados da dieta diaria humana com

balango n-6/n-3 adequado.
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ANEXO

ANEXO A

Zeta Potential Distribution
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Grafico de Potencial Zeta de solugdo de goma arabica e 6leo de linhaga
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ANEXO A

Zeta Potential Distribution
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Grafico de Potencial Zeta de solugdo de goma arabica, 6leo de linhaga, Span 80 e
cloreto de calcio

162



ANEXO B

Zeta Potential Distribution
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Gréafico de Distribuigdo de tamanho de particulas da emulsédo EOA
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ANEXO B

Zeta Potential Distribution
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Grafico de Distribuigdo de tamanho de particulas da emulsédo EAO
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ANEXO C

i
::‘;
o4
rl."\: o
frate] 0
v} (2]
o7
0 10 20 30 40 50
peak RetTime Type Width Area Height Avea
#  Imin] {min] {pA*s] [pa] %
PN, TR, & RIS [ SRR i I ,,N,v...__|___.__..i
i i
1 23.516 BB 0.0345 274.21964 125.39656 £.52843
2 25.600 BB 0.0483 158.4890% 45.83650 2.61727
3 @T1588Y 0.0717 4417.57900 784.15887 72.9575%4
& 27.203 VB 0.0250  52.2385%  32.1482% 0(.86266
§ 27.853 BB 0.0464 846.57269 271.59082 13.°28019
6 28.147 BB 0.0383 104.95375 43.28095 1.73319
7 29.085 VB 0.0426 121.63885 44 86919 2.00873
8 29.8389 PP 0.0452 18.28524 6.61959 0.30126
9 30.525 VB 0.0453 15.28166 £.63834 (0.3184]
10 34,352 BP 0.0518 41.85630 10.89954 0.69121
Totals 6055.51481 1371.43835

Resultados da composicdo em acidos graxos por cromatografia gasosa da
amostra da fase oleosa obtida apds desemulsificagdo da emulsdo EOA com
adicdo das microparticulas PSAD
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ANEXO C
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en "?;.19
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0 10 20 30 40
Peak RetTime Type Width Areca Height Area
i {min] [min] [pA*s] (pa) %
___..:E-...._.,._._s.... I | ___________ R
1 23.505 BB 0.0315 174.924786 B3.39545 4.4B955
2 26.571 EB 0.0455 100.22279 33.85626 2.57228
3 27.118 BV 0.0636 2894.66968 £30.24615 74.23346
4 27.175 VB 0.0282 35.29168 19.35400 0.90578
5 27.9%29 BB 0.0422 545.98145 151.79369 14.01295
6 28.133 BB 0.0379 71.87415 30.10377 1.B4469
7 29.050 VB 0.0435 45.90980 17.02276 1.17830
8 34.350 BP 0.0616 27.38002 7.00244 0.70298
Totals = 3896.26432 1012.81452

Resultados da composigdo em &cidos graxos por cromatografia gasosa da
amostra da fase oleosa obtida apds desemulsificagdo da emulsdo EAO com
adicao das microparticulas 4SAD
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