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RESUMO 

O presente projeto visou estabelecer condições ideais de obtenção de um produto 

que poderá ser disponibolizado para comercialização no Brasil tendo como foco a 

encapsulação para aplicação na área alimentícia. Tocoferóis são antioxidantes 

naturais que podem ser utilizados para enriquecimento de alimentos. Contudo há 

a necessidade de proteção desse agente ativo por métodos especiais como a 

microencapsulação. No presente estudo foram desenvolvidos sistemas compostos 

por micropartículas obtidas por “spray chilling" utilizando lipídios interesterificados 

sem isômeros trans com óleo de soja totalmente hidrogenado na relação de 

70:30% m/m respectivamente, com  ponto de fusão na faixa de 40-65 °C para 

formação das matrizes. Alfa-tocoferol foi utilizado como principio ativo a ser 

encapsulado. Para a obtenção das micropartículas matrizes lipídicas foram 

fundidas e mantidas em banho à temperatura de 65 °C .  O α-tocoferol foi 

adicionado nas misturas lipídicas que em seguida foram homogeinizados em ultra-

turrax. As soluções foram pulverizadas em atomizador duplo fluido aquecido 

também a 65 °C e pressão de ar de 0,25 MPa, com a a tomização efetuada dentro 

de uma câmara resfriada a 10 °C. Foi realizado um p lanejamento DCCR 

(Delineamento Central Rotacional) com 2 variáveis independentes: a velocidade 

de homogeneização (3000 a 11000 rpm) e a concentração de tocoferol (5-25 

g/100g). A quantificação do princípio ativo encapsulado foi realizada utilizando 

técnica isocrática de cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE). Os 

tratamentos foram caracterizados em relação à eficiência de encapsulação, 

morfologia, tamanho médio, estabilidade e liberação do princípio ativo. Para o 

estudo da estabilidade os tratamentos foram submetidos à estocagem por 180 

dias em três diferentes temperaturas (ambiente 25°C  ±5  °C, em estufa 22 °C e 

freezer a -18°C). Medidas de difração de raios-X (0 , 60, 120, 180 dias) e medidas 

calorimétricas (tempo zero) foram efetuadas. Foi realizada a incorporação das 

micropartículas em um produto comercial (Iogurte), que foi avaliado 

sensorialmente. De forma geral, as partículas lipídicas obtidas neste trabalho 

apresentaram bons resultados quanto à eficiência de encapsulação e 



xix 
 

apresentando forma esférica, com paredes contínuas, porém rugosas. Os 

termogramas, obtidos por calorimetria diferencial de varredura (DSC), em tempo 

zero, não apresentaram diferenças entre os ensaios. Os difratogramas foram 

muito semelhantes entre os tratamentos e constatou-se a presença de 3 picos 

principais que parecem estar associados à forma polimórfica β. As micropartículas 

de liberação apresentaram boa capacidade de controle da liberação do composto 

ativo, mostrando-se potenciais para o uso futuro na indústria de alimentos. 

Finalmente os resultados da análise sensorial de aceitação não foram 

estatisticamente significativos para os atributos avaliados. 

Palavras-chave: Micropartículas lipídicas; Spray chilling; Tocoferol; Difração de 

raios-X 
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ABSTRACT 

This project aimed to establish optimal conditions for obtaining a product that will 

be commercially available in Brazil, focusing on encapsulation for use in the food 

industry.Tocopherols are natural antioxidants that can be used for food 

enrichment.However, there is the need for protection of active agent by special 

methods, such as microencapsulation.The present study developed systems 

composed of microparticles obtained by "spray chilling" using an interesterified fat 

with no trans isomers with fully hydrogenated soybean oil in the ratio of 70:30% 

w/w respectively, with a melting point in the range of 40-65˚C for the formation of 

matrices to encapsulate α-tocopherol as active principle.To obtain small particles a 

lipid matrices were melted in a water bath at a temperature of 65°C.  The α-

tocopherol was added to the lipid mixtures and then homogenized in Ultra Turrax 

for 5 min.The solutions were sprayed in double-fluid atomizer also heated to 65°C 

and air pressure of 0.25 MPa, the atomization performed inside a chamber cooled 

to 10°C. Were conducted a CCR design (Central Compo site Rotational Design) 

with two independent variables: the speed of homogenization (3000 to 11000 rpm) 

and the concentration of tocopherol (5-25 g/100 g).The quantification of the active 

ingredient encapsulated was performed using isocratic HPLC technique. The 

treatments were characterized with respect to encapsulation efficiency, 

morphology, average size and stability of the microparticles and release of active 

ingredient.For the stability study treatments were subjected to storage for 180 days 

at three different temperatures (ambient 25°C ± 5°C , 22°C in an oven and freezer -

18°C).Since x-rays diffraction measurements (0, 60,  120, 180 days) and 

calorimetric measurements (time zero) were made. Were performed the 

incorporation of the microparticles in a commercial product (yogurt), which was 

evaluated using the sensory evaluation.In general, the lipid particles studied in this 

work showed good results in terms of encapsulation efficiency showing spherical 

shape, with solid rough walls. The thermograms obtained by DSC at time zero did 

not differ between trials.The XRD patterns were very similar among treatments and 

found the presence of three major peaks that are associated with the polymorphic 

form β. The microparticles showed good ability to control the release of the active 
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principle, showing potential for future use in the food industry. Finally the results of 

an smooth sensory acceptance indicated that the tested samples did not differ 

statistically from the standard sample for evaluated attributes. 

Keywords: lipid microparticles, spray chilling, α-tocopherol; X-ray Diffraction 
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INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

As vitaminas são micronutrientes essenciais que contribuem para o 

crescimento normal e manutenção da saúde. Alguns trabalhos destacam o papel 

de algumas vitaminas como antioxidantes, podendo proteger o organismo contra 

radicais livres, evitando doenças degenerativas (Burig & Hennekens, 1997; Martin 

et al., 1998). 

Nutricionalmente, o alfa-tocoferol é o representante mais importante do 

grupo de compostos com atividade de vitamina E, pois previne o dano celular ao 

inibir a peroxidação lipídica, a formação de radicais livres e doenças 

cardiovasculares, melhora a circulação sanguínea, regenera tecidos e é útil no 

tratamento de seios fibrocísticos e tensão pré-menstrual (Bramley et al, 2000; 

Pryor, 2000  

Quando um alimento produzido industrialmente não apresenta as 

quantidades mínimas recomendadas de determinados compostos nutritivos, tal 

como vitaminas, este pode ser enriquecido. De acordo (Brasil, 1998), é permitido 

enriquecer alimentos com vitamina E, adicionando alfa-tocoferol ou outras 

substâncias que apresentem ação vitamínica E, podendo ser adicionados na 

forma de soluções ou pré-mix. 

Contudo, a vitamina E é muito instável, pois é oxidada lentamente pelo 

oxigênio atmosférico, através de uma reação catalizada por luz e calor, na 

presença de metais como prata e ferro (Mahan e Arlin, 2002). 

A microencapsulação é uma tecnologia para recobrimento de substâncias 

ativas para a proteção e/ou liberação controlada das mesmas. No caso do alfa-

tocoferol torna-se uma alternativa interessante para viabilizar o transporte, 

armazenamento e aplicação em processos industriais (Reithmeier et al. 2001; 

Trotta et al. 2005; Muller et al. 2000; Muller et al. 2002).  

Assim, a microencapsulação empregando partículas lipídicas como matriz 

de substancias ativas tem sido proposta como uma alternativa a sistemas 
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coloidais e lipossomas (Siekmann & Westesen, 1992; Muller et al. 2000), por 

apresentar grande flexibilidade com respeito ao empacotamento e tamanho das 

partículas. Entre os lipídios, podem ser usados fosfolipídios, triacilglicerois, ceras, 

ácidos graxos ou suas misturas (Reithmeier et al. 2001).  

Na produção de micropartículas lipídicas sólidas (SLMP – solip lipid 

microparticles) por “spray chilling”, a massa do lipídio fundido junto com o material 

de recheio é atomizado formando gotas que rapidamente solidificam-se em 

contacto com o frio (Magee & Olson, 1981a, 1981b). Na área de alimentos as 

SLMP tem sido desenvolvida varias aplicações, incluindo vitaminas e minerais 

(Gibbs et al. 1999), glicose, bacto-peptona e enzimas (Magee & Olson, 1981a, 

1981b), vitaminas hidrossolúveis, peptídeos e outras substancias bioativas (Onal & 

Langdon, 2004a, 2004b). 

Apesar da facilidade da produção e da possibilidade da fabricação 

industrial, as microparticulas (SLMP) ou nanoparticulas sólidas lipídicas (SLN) 

podem apresentar algumas desvantagens. Dentre elas estão incluídas a baixa 

capacidade de encapsulação e expulsão do material de recheio durante o 

armazenamento devido à estrutura cristalina e às características dos planos 

polimórficos lipidícos durante o processo de solidificação e cristalização nos sítios 

amorfos da matriz transportadora (Mehnert & Mäder, 2001) 

Para evitar este problema, micropartículas lipídicas denominadas como 

lipídios nano-estruturados (NLC) tem sido propostas com o objetivo de 

incrementar a capacidade de carga das partículas e minimizar a expulsão do 

material do núcleo (Jenning et al. 2000; Muller et al. 2002, Siekmann & Westesen, 

1992; Muller et al. 2000) 

A literatura recente apresenta diversos trabalhos a respeito a 

micropartículas lipídicas (Maschke et al. 2007; Hu et al. 2005; Onal & Langdon, 

2004b; Jores et al., 2003; Reithmeier et al. 2001; Trotta et al. 2005;. Müller et al. 

2000; Müller et al. 2002). 
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Este trabalho tem como objetivo o estudo de um processo de 

microencapsulação de tocoferóis por “spray chilling” empregando matrizes 

lipídicas compostas por lipídios interesterificados sem isômeros trans com óleo de 

soja totalmente hidrogenado. 

Esta tese se encontra organizada em quatro capítulos. No capítulo 1, foi realizado 

um levantamento bibliográfico dos assuntos pertinentes à elaboração deste 

trabalho de tese; foram apresentados os fundamentos e as aplicações do 

processo da microencapsulação abordando questões como as técnicas e 

materiais (parede e recheio) da microencapsulação, métodos analíticos aplicados 

ao estudo das micropartículas que incluem a microscopia eletrônica de varredura, 

difração de raios X e calorimetria diferencial de varredura.   

No capitulo 2 é abordado a validação do desenvolvimento da metodologia para a 

determinação do α-tocoferol utilizando cromatografia líquida de alta eficiência 

(CLAE), avaliando os parâmetros de limite de quantificação, linearidade, precisão 

e robustez.  

No capítulo 3, concentrou-se a atenção na parte experimental do processo de 

produção das micropartículas lipídicas obtidas por spray chilling. Neste capítulo 

foram descritos os materiais, equipamentos, metodologias e resultados obtidos.  

Os dados obtidos foram discutidos em relação à eficiência de encapsulação, 

morfologia, diâmetro médio e a sua distribuição, análise térmica, polimorfismo, 

estabilidade e liberação, permitindo avaliar potenciais usos destas micropartículas 

na indústria de alimentos. A complementação do estudo destas micropartículas é 

apresentada no capítulo 4, em que as mesmas foram avaliadas sensorialmente 

em relação a um conjunto de atributos: de aparência, aroma, sabor e impressão 

global.   
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OBJETIVOS 

OBJETIVO GERAL 

• Este projeto teve como objetivo o estudo de um processo de 

microencapsulação por “spray chilling” de tocoferóis em matrizes lipídicas 

sem isômeros trans advindos de interesterificação química. 

   OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

• Avaliar a eficiência total de encapsulação por “spray chilling” através 

de variação de parâmetros de encapsulação como concentração de 

tocoferóis e proporções de lipídios. 

•  Determinar as características morfológicas e de distribuição de    

tamanho das micropartículas. 

• Avaliar a estabilidade das micropartículas em função da 

 temperatura. 

• Estudar o comportamento das micropartículas sob a ação de 

diferentes meios (pH, enzimas digestivas) por microscopia ótica. 

• Avaliar a liberação do tocoferol encapsulado utilizando o óleo de 

girassol como meio de liberação. 

• Realizar um teste de aceitação de iogurte adicionado das 

micropartículas obtidas em relação a um conjunto de atributos: 

aparência, aroma, sabor e impressão global. 



5 
 

 

CAPITULO 1 

REVISÃO BIBLIOGRAFICA 

1.1.  MICROENCAPSULAÇÃO 

A microencapsulação pode ser definida como um processo no qual uma 

membrana envolve pequenas partículas de sólido, líquido ou gás, com o objetivo 

de proteger o material de condições adversas do meio, tais como luz, umidade, 

oxigênio e interações com outros compostos, estabilizando o produto, aumentando 

a vida útil e promovendo a liberação controlada do encapsulado em condições 

pré–estabelecidas (Shahidi & Han, 1993). 

Nos últimos trinta anos, os estudos dessa técnica permitiram a ampliação 

do seu uso para as indústrias de alimentos, farmacêutica, aromas e sabores, 

tintas, química, agrícola, dentre outras (Fanger, 1974; Pothakamury & Barbosa-

Cánovas, 1995; Ré, 1998; Wieland-Berghausen et al., 2002). O conceito primário 

e também o modelo mais bem sucedido de microencapsulação é observado nas 

células vivas, nas quais uma membrana natural protege os componentes celulares 

e exerce função importante no metabolismo, controlando seletivamente a entrada 

e saída de substâncias das células (Fanger, 1974). A microencapsulação pode ser 

definida resumidamente como um procedimento no qual se recobre uma 

substância de interesse por um material que a isole total ou parcialmente do 

ambiente, formando cápsulas. Na indústria de alimentos, a microencapsulação 

vem sendo aplicada com sucesso na proteção de substâncias sensíveis à 

temperatura, oxidação, umidade, reações indesejáveis, como acidulantes, 

flavorizantes, corantes, enzimas, microrganismos, sais minerais, lipídios, 

vitaminas, aminoácidos (Bakan, 1973; Jackson & Lee, 1991; Karel, 1990). Além da 
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função de proteção, outras vantagens podem ser associadas à encapsulação de 

substâncias (Goodwin & Somerville, 1974; Shahidi & Han, 1993; Ré, 1998):  

• Conversão de substâncias líquidas ou gasosas em pós, permitindo sua melhor 

utilização em sistemas desidratados; 

• Mascarar propriedades indesejáveis do material encapsulado como sabor, odor, 

pH, propriedades catalíticas, dentre outras; 

• Permitir mecanismos de liberação controlada das substâncias encapsuladas para 

fins específicos nos produtos onde estão veiculadas.  

Essas vantagens permitem que os produtos microencapsulados tenham 

melhor potencial de uso, tanto pela minimização na perda de suas características 

desejáveis (sejam estas nutricionais, sensoriais ou químicas) quanto pelo controle 

de sua ação no alimento, pela possibilidade de uma “liberação programada”. A 

possibilidade de controle na taxa de liberação do material de recheio das cápsulas 

é uma das funções mais exploradas dessa tecnologia e está diretamente 

relacionada com características da parede formada como: estrutura química, 

espessura, tamanho, porosidade e solubilidade (Fanger, 1974). Por sua vez, 

essas características determinam a permeabilidade e a difusividade do recheio 

pela parede. As características funcionais das cápsulas produzidas dependem 

além do material de parede escolhido, das características do material de recheio, 

do método empregado na produção das micropartículas e do meio onde serão 

utilizadas.  

A liberação do material encapsulado segue uma série de etapas: absorção 

de solvente (muitas vezes a água) pela cápsula, dissolução ou erosão da parede, 

dissolução do recheio, permeação do recheio pela parede, difusão do recheio no 

solvente. A liberação de compostos das micropartículas pode ser representada por 

uma cinética de ordem zero, de primeira ordem ou em função da raiz quadrada do 

tempo. O controle da taxa de liberação é muito desejado no desenvolvimento de 

microcápsulas, e algumas variáveis que permitem esse controle são: o coeficiente 
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de difusão, a espessura da parede da cápsula, a porosidade da mesma, a 

variação na concentração de saturação do material de recheio e sua distribuição 

na partícula (Heger, 2001). 

 A microencapsulação pode produzir dois tipos básicos de estruturas que 

recebem nomes diferenciados em função da distribuição do recheio. Quando a 

estrutura obtida é do tipo “reservatório” tem-se uma partícula mononucleada com 

uma quantidade de recheio envolvida por uma película de parede (Figura 1 A). 

Essa estrutura recebe o nome de microcápsula. Quando o recheio se distribui ao 

longo de uma estrutura do tipo “esponja” ou matriz tem-se uma partícula 

multinucleada que recebe o nome de microesfera ou micro partícula (Figura 1 B). 

O tipo de partícula produzida influi na quantidade de recheio carreado e no 

comportamento de liberação do mesmo. 

 

 

Figura 1. Definição do tipo de estrutura obtido nos processos de microencapsulação. A: 
mononucleada – microcápsula; B: multinucleada –microesfera. (Fonte: Alvim, 
2005) 

1.2. Material de parede 

O material de parede é usado para cobrir, dar forma à cápsula, reter o 

recheio e permitir a sua liberação quando desejado. Sua escolha está relacionada 

com as propriedades físicas e químicas do recheio (Jakson & Lee, 1991; Nori, 

1996). 



8 
 

Segundo Ré (1998) e Cardoso (2000), o material de parede deve 

apresentar as seguintes características tecnológicas: 1) Boa propriedade 

emulsificante e de formação de filme; 2) Baixa viscosidade, mesmo em soluções 

com alta concentração de sólidos; 3) Baixa higroscopicidade e boas propriedades 

de secagem; 4) Estabilidade, ausência de sabores desagradáveis, e 5) boa 

proteção ao recheio. Polímeros diversos como gomas, carboidratos, celuloses, 

lipídios, proteínas e alguns materiais inorgânicos (silicatos, argilas, etc.) 

apresentam as características supracitadas e são muito utilizados na 

microencapsulação de substâncias (Jakson & Lee, 1991; Cardoso, 2000). 

No desenvolvimento de sistemas de microcápsulas com liberação 

controlada, o grande desafio é a manutenção da integridade da parede que 

controla a saída do material. Isso exige, em muitos casos, que o material usado na 

confecção da parede seja insolúvel ou parcialmente solúvel. Várias proteínas, 

devido às suas propriedades físico-químicas e conseqüentes propriedades 

funcionais, como formação de gel e emulsificação, oferecem uma boa opção de 

material de cobertura (Lee & Rosenberg, 2000). 

A gelatina, a albumina, caseína e proteínas do soro de leite, proteínas da 

soja, bem como os polissacarídeos, como a pectina, celulose, goma arábica, 

alginatos, quitosana, vêm sendo estudados como material de cobertura para 

microencapsulados. Além das vantagens tecnológicas apresentadas por esses 

polímeros, estes também são componentes naturais, muitos de alto valor nutritivo, 

facilitando sua utilização em alimentos por serem considerados inócuos, ao 

contrário de alguns polímeros sintéticos, que muitas vezes não são permitidos, ou 

têm seu uso limitado, devido a uma possível toxicidade (Pothakamury & Barbosa-

Cánovas, 1995). 

A Tabela 1 mostra diversos trabalhos publicados nos últimos anos sobre o 

uso de vários polímeros em microencapsulação de substâncias por diversas 

técnicas. 
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Tabela 1. Trabalhos encontrados na literatura sobre microencapsulação. 

Material de parede Recheio Método de encapsulação Autores 

Isolado protéico de soja Óleo de peixe Gelificação térmica e /ou enzimática 
(transglutaminase) 

Cho et al., 2003 

Blenda de polímeros Oleoresina de paprica Spray Drying Rodrigue-Huezo et al. 
2004 

Gelatina + G. Arabica Óleos Coacervação complexa Lamprecht et al., 2000, 
2001 

Goma Arábica Óleos essenciais Spray Drying Bertolini, 1999. 

Prot. de soro de leite Fármacos Dupla emulsificação e enrijecimento 
por calor 

Lee & Rosenberg, 
2000. 

Amido Óleo de peixe Spray Drying Cardoso, 2000. 

Lipídios (com diferentes 
pontos de fusão Ácido cítrico Spray Cooling Nori, 1996. 

Óleo Hidrogenado de 
Palma Ferro, Iodo, Vitamina A Spray Cooling Wegmuller, 2006. 

Tripalmitato Insulina Spray Congealing Maschke, 2007. 

Misturas de Liídios Compostos solúveis em 
água 

Spray Chilling Chambi, 2008 

Lipidios (ponto de fusão > 
temp. ambiente) 

Total ou parcialmente 
solúveis em água Spray chilling 

Langdon et al., 1998, 
2003, 2007. 

Alginato, goma gelana e 
pectina 

Óleo e proteínas Gelificação iônica Mukai-Corréa et al. 
2004, 2005. 

Pectina + caseína Microrganismos Coacervação complexa e Spray 
Dryingr 

Oliveira, 2006. 

Alginato de sodio α-tocoferol Gelificação iônica e extrusão Yoo, et al. 2006 

Quitosana	 α�tocoferol	 Spray	Drying	 Yenilmez,	2011	

 Observa-se que não há citações na literatura da obtenção de 

micropartículas de tocoferóis pelo uso de “spray cooling” ou “spray chilling”, o que 

demostra a necesidade desta pesquisa.  
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1.2.1.  Lipídios 

 A palavra “lipídio" é derivada do grego lipos que significa gordura. Neste 

grupo, podem ser encontradas substâncias como os óleos (ésteres formados a 

partir de AG- ácidos graxos e que se apresentam sob a forma líquida), gorduras 

(ésteres formados a partir de AG e que se apresentam sobre a forma sólida) e 

ceras (os principais componentes são ésteres formados a partir de AG e álcoois 

de cadeia longa). (Holum 1994). 

 Do ponto de vista químico a definição de lipídio relaciona-se com a 

solubilidade em meio apolar e engloba diversas substâncias extraíveis por 

solventes apolares. 

 Genericamente falando, a estrutura fundamental dos lipídios é 

composta de AG ou estruturas diretamente a eles relacionadas como os alcoóis, 

aldeídos ou aminas. O entendimento da estrutura química dos AGs, e de suas 

características físicas, químicas e biolólogicas são essenciais para o estudo do 

seu metabolismo e funções. (Gunstone 1996). 

 Os ácidos graxos são caracterizados pela longa cadeia de átomos de 

carbono (geralmente de 12 a 22 átomos de carbono) com uma carboxila ao final. 

Podem apresentar cadeia saturada, insaturada, raramente ramificada e oxigênio. 

Podem ser saturados de cadeia pequena e média (C4 – C14). As cadeias de C20 

– C30 estão presentes freqüentemente em ceras. Os ácidos graxos insaturados 

apresentam tamanho de cadeia de C10-C30 e podem ter até seis duplas ligações, 

sendo C16, C18 e C22 mais comuns. Mais de 1000 triacilgliceróis naturais foram 

identificados, mas somente cerca de 30 estão presentes em óleos e gorduras 

(Gusntone, 2003; Uieara, 2005). 

 A cadeia hidrocarbonada de um AG saturado existe, normalmente, em 

uma forma estendida, já que esta conformação linear, flexível, é o estado de 

menor energia. Em contraste, os AGs insaturados contém dobramentos rígidos em 

suas cadeias carbônicas pois as duplas ligações não giram, e uma angulação de 
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30 graus é produzida para cada uma das duplas ligações presentes (configuração 

cis). A conformação linear dos AG saturados permite um melhor empacotamento 

dos mesmos, fazendo com que as moléculas fiquem mais próximas umas das 

outras, aumentando a interação entre elas. No caso dos AG insaturados a dupla 

ligação não permite um empacotamento tão eficiente das moléculas, fazendo com 

que as interações entre elas sejam menores. Como conseqüência temos que os 

AG saturados possuem um ponto de fusão maior que os AG insaturados. 

O uso de lipídios para a liberação prolongada de drogas é bem difundido na 

indústria farmacêutica. A tecnologia desenvolveu-se a partir a produção de 

micropartículas lipídicas por “spray-congelling” (Eldem, Speiser & Hincal, 1991). 

Houve quebra de continuidade de produção por diferentes motivos e reapareceu 

no mercado através do uso de homogeneizador por alta pressão ou por 

precipitação de uma microemulsão (Muller & Lucks, 1996; Gasco, 1993). 

O desenvolvimento de nanopartículas lipídicas sólidas (SLN) superou 

muitos problemas em relação à tradicional tecnologia de transporte de 

nanopartículas o qual limitou o uso em lipossomas e emulsões ou até impediu a 

introdução no mercado de nanopartículas poliméricas. No entanto, as revisões 

elaboradas por Mehnet e Mader em 2001 ressaltaram criticamente aspectos 

negativos importantes tais como: 1) Limitação da capacidade de carga da droga; 

2) Expulsão da droga durante o armazenamento; 3) Alto conteúdo de água da 

dispersão SLN aquosa (70-95%). 

Isto conseqüentemente levou a uma nova geração de nanopartículas 

lipidícas, as nanopartículas lipídicas transportadoras (NLC). Estas são produzidas 

por misturas de lipídios sólidos com lipídios líquidos incompatíveis espacialmente 

conduzindo a nanoestruturas especiais com uma melhoria na incorporação e 

liberação da droga (Muller, 2002). 

Pré-requisitos para um bom alojamento ideal da droga no 

microencapsulado são as distâncias entre as cadeias dos ácidos graxos dos 

glicerídeos e as imperfeições nos cristais. As distâncias entre as cadeias dos 
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ácidos graxos podem ser aumentadas usando misturas de ácidos graxos 

saturados e insaturados de diferentes comprimentos. Para alcançar a “mais alta 

incompatibilidade”, em lugar de escolher um lipídio sólido, a nova partícula lipídica 

será produzida misturando lipídios sólidos com lipídios líquidos muito diferentes 

quimicamente (óleos). Isto leva a maiores imperfeições no cristal e elevada carga 

da droga (Fig. 2 A).  

                    A        B                  C 

         

Figura 2.  A-. NLC -Tipo I : Estrutura com imperfeições (direita). B-. NLC - Tipo II: Sem 
 estrutura (estado sólido amorfo). C-. NLC - Tipo III: Múltiplo 
 (oleo/gordura/água). Fonte: Muller (2002). 

 

O processo de cristalização pode em muitos casos causar a expulsão da 

droga. Pelo uso de misturas especiais de lipídios sólidos e lipídios líquidos (ex. 

Hidroxioctacosanil hidroxiestearato, isopropilmiristato) as partículas tornam-se 

sólidas após resfriamento mas não cristalinas (Fig. 2 B). O estado sólido (redução 

na mobilidade dos lipídios) poderia ser verificado por ressonância magnética 

nuclear (RNM), a ausência de um processo de fusão poderia ser verificada por 

calorímetro diferencial de varredura (DSC) (Müller and Jenning, 1999; Jenning, 

1999). 

A alta concentração da droga pode levar a uma expulsão imediata durante 

o processo de resfriamento ou diluição em água fria. Baseado nisto, o tipo III 

múltiplo de NLC foi desenvolvido. Na matriz sólida as nanopartículas dos lipídios 

contêm nanocompartimentos minúsculos de óleo líquido. Nestes compartimentos 

a solubilidade da droga é elevada, aumentando desta maneira a capacidade de 
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carga da droga (Fig. 2 C). Os nanocompartimentos estão rodeados por uma matriz 

lipidica sólida, permitindo desta maneira uma liberação prolongada da droga. 

Como os nanocompartimentos dentro da nanoparticula (200 nm) não 

podem ser produzidos por meios mecânicos, estes são gerados por um processo 

de separação de fases durante a produção da partícula (Müller, 2002). 

1.2.1.1. Polimorfismo dos Lípidios 

 Formas polimórficas são fases sólidas de mesma composição química que 

diferem entre si na estrutura cristalina, mas produzem fases líquidas idênticas 

após a fusão (Gunstone & Norris, 1983, Nawar, 1985). Podem ser: a) 

monotrópicas: se uma é estável e outra meta-estável, independentemente da 

mudança da temperatura; b) enantiotrópica: cada uma tem uma faixa de 

estabilidade definida; cada forma pode ser estável e a transformação pode ir em  

qualquer direção, dependendo da temperatura. A maioria das substâncias sólidas 

pode existir em duas ou mais diferentes formas cristalinas (Vaeck, 1970). 

  Os triacilgliceróis sofrem transições de fase sólido-líquido entre as 

temperaturas ambiente e corporal. A previsão das transições de fase de gorduras 

naturais em misturas complexas depende do conhecimento preciso das moléculas 

de triacilgliceróis, dos processos de formação de cristais e da heterogeneidade de 

formas cristalinas possíveis (German & Simoneau, 1998). 

 Devido a seu alto grau de complexidade molecular, os triacilgliceróis podem 

empacotar em várias estruturas cristalinas relativamente estáveis e diferentes. 

Estes diversos empacotamentos de cadeia, ou formas polimórficas, têm energias, 

arranjos de grade e hábitos cristalinos diferentes. A propriedade de cristalização 

reversível e o desenvolvimento de plasticidade estão relacionados com a 

funcionalidade desejável das gorduras (German & Simoneau, 1998). 

 Em geral, TAG com três ácidos graxos saturados apresentam 

empacotamento duplo de cadeias, enquanto que o empacotamento triplo de 
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cadeia (Figura 4a) é obtido de TAG com diferentes tamanhos de cadeia e 

insaturação (Metin et al, 2005). 

 As diferenças entre os polimorfos são mais visíveis a partir de uma visão 

destes planos, a qual mostra a estrutura sub-celular (Figura 4b). 

 

 

Figura 3. Tipos de empacotamento de cadeias (a) e estruturas das subcélulas das 

        três formas mais comuns de polimorfismos em triacilgliceróis (b)  

 As moléculas de TAG são capazes de empacotar em diferentes arranjos 

cristalinos ou polimórficos, os quais exibem diferentes temperaturas de fusão. As 

formas polimórficas das gorduras são muitas vezes simplesmente classificadas 

em três categorias α, β´ e β. A forma α é a menos estável com menor ponto de 

fusão e calor latente. A forma β é a mais estável com maior ponto de fusão e 

maior calor latente. As transformações de α, para β´ e desta para β ocorrem nesta 

ordem e são irreversíveis, exceto por fusão ou recristalização. Com relação ao 
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empacotamento da cadeia, a forma α é hexagonal, a β é ortorrômbica e a β’ é 

triclínica (Timms, 1985; O’brien, 1998; Marangoni, 2002). Porém, algumas 

gorduras exibem mais formas polimórficas do que as citadas acima, como por 

exemplo, a manteiga de cacau, que apresenta seis formas cristalinas (LOISEL et 

al, 1998). 

 Cada polimorfo é constituído de um composto comum, mas compõe uma 

fase separada. Apenas um polimorfo é termodinamicamente estável a uma 

temperatura e pressão específica. Logo, todos os outros polimorfos são 

potencialmente capazes de serem transformados em polimorfos estáveis. 

Algumas transformações são rápidas e reversíveis, outras não. 

 Em algumas misturas de triacilgliceróis, a forma β não está presente e a β’ 

é a mais estável ou duas formas de β estão presentes. A cristalização polimórfica 

é primariamente determinada pela taxa de nucleação, sendo governada pela 

termodinâmica e fatores cinéticos (Sato, 2001). 

 

 O comportamento de cristalização dos triacilgliceróis é um fator muito 

importante, pois determina algumas propriedades físicas como consistência e 

plasticidade das gorduras (Czerniak, 2005). A Forma α é a que possui menor 

estabilidade termodinâmica e se transforma facilmente nas formas β´ ou β, 

dependendo do tratamento térmico. Estudos realizados por meio da técnica de 

difração de raios-X sugeriram que as formas α e β´ podem ser cristalizadas 

partindo diretamente de uma gordura líquida. A Forma β pode ser obtida pela 

cristalização de uma gordura líquida, pela transformação da forma β´ ou da forma 

α (Marangoni e Mcgauley, 2003). 

 Na Figura 4 observam-se diversas transformações polimórficas envolvendo 

a cristalização de triacilgliceróis. As três formas foram cristalizadas diretamente da 

forma líquida pela utilização de condições apropriadas. As transformações 

polimórficas ocorrem da forma menos estável (alfa) para a forma mais estável 

(beta) podendo passar ou não através da forma beta-prima. 
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Figura 4. Polimorfismos típico de triacilgliceróis (Sato et al.,2001). 

1.3.  Microencapsulação no setor alimentício 

Como visto anteriormente, a microencapsulação não é um processo novo, 

mas sua aplicação em alimentos processados industrialmente é recente. No 

passado a encapsulação de ingredientes alimentícios representava elevação de 

custos e os técnicos não sabiam como lidar com o ingrediente encapsulado. Em 

função disto, este processo foi desacreditado e quase abandonado. Entretanto, 

gradualmente mostrou ser uma tecnologia de sucesso e atualmente gera 30% dos 

negócios anuais no setor de aditivos. É basicamente uma tecnologia transferida de 

produtos farmacêuticos para produtos alimentícios que só obteve credibilidade 

comercial quando foi aplicado sal encapsulado nos hamburgers da linha dos 

McLean Deluxe Hamburgers da empresa McDonald's, o que resultou na melhoria 

da aceitabilidade dos mesmos (Duxbury & Swientek, 1992).   

Nos últimos anos, há uma tendência mundial que aponta para a 

necessidade de que os alimentos não sejam mais somente vistos como uma fonte 

de nutrientes com apelo sensorial, mas também como fonte de bem-estar e de 

saúde para os indivíduos. Esta mudança de perspectiva requer, indiscutivelmente, 

mudanças de paradigma no desenvolvimento de novos produtos, aplicando-se os 

métodos tradicionais, mas também se observando a necessidade do controle da 

bioacessibilidade de determinados componentes dos alimentos. Esta abordagem 
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se torna cada vez mais relevante conforme se estabelecem as relações entre 

genética, alimentação e saúde (Sanguansri e Augustin, 2006), e a 

microencapsulação é um meio efetivo de se alcançar tais objetivos. 

Enquanto as embalagens convencionais normalmente são empregadas 

para facilitar transporte, armazenagem, manipulação e apresentação, as 

microcápsulas são geralmente empregadas para melhorar o desempenho do 

material ou criar novas aplicações (Arshady, 1993). Portanto, os propósitos gerais 

da microencapsulação podem ser: fazer um líquido comportar-se como sólido, 

separar materiais reativos, reduzir toxicidade do material ativo, controlar liberação 

do material, reduzir volatilidade ou flamabilidade de líquidos, mascarar sabor de 

componentes amargos, aumentar a vida-de-prateleira, proteger contra luz, água, 

calor entre outros (Andres, 1977; Chen, Veiga & Rizzuto, 1988; Jackson & Lee, 

1991). Entre os materiais relacionados aos produtos alimentícios que são 

normalmente encapsulados podem-se incluir: ácidos, bases, aminoácidos, 

corantes, enzimas, microrganismos probióticos, óleos essenciais, gorduras, 

vitaminas e minerais, sais, açúcares e gases (Jackson & Lee, 1991, Kailasapathy, 

2006), peptídeos bioativos (Arimoto, Ichikawa & Fukumori, 2004) e diversas outras 

classes de bioativos. 

A encapsulação protege e aumenta a estabilidade das vitaminas em alguns 

extremos de umidade e de temperatura, permite liberação controlada no trato 

intestinal, melhora suas propriedades e retarda a perda da cor e a produção dos 

aromas devido à rancidez oxidativa (Janovsky, 1993; Trindade & Grosso, 2000). 

Dzieak (1988a) reportou que a encapsulação de acidulantes como o ácido 

ascórbico, cítrico, fumárico e lático foi realizada para evitar oxidação e permitir que 

os mesmos fossem dissolvidos em condições específicas de temperatura; a dos 

aromatizantes foi realizada com a finalidade de aumentar significativamente a vida 

de prateleira. A dos agentes de fermentação, para que os mesmos tivessem um 

espectro maior de aplicações, principalmente em pizzas, onde, estando 

encapsulados, evitavam o endurecimento da massa, e em salgadinhos 

extrusados, aumentavam o escoamento da massa; a dos adoçantes foi realizada 
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objetivando diminuir a higroscopicidade; a de vitaminas e minerais, para que 

pudessem ser incorporados aos alimentos com a finalidade de fortificação dos 

mesmos (Labell 1993). 

Duxbury & Swientek (1992), reportaram que nos USA, 100% da granola em 

barra é fortificada através da incorporação de minerais e vitaminas encapsulados 

atendendo às recomendações de uma dieta balanceada. Estes autores também 

citaram vários produtos encapsulados onde a cápsula é utilizada também como 

apelo visual, tornando o produto mais atrativo especificamente para crianças. Para 

adultos as cápsulas são utilizadas com a mesma finalidade, porém como sachês 

decorativos e nutritivos para aperitivos.  

Helguera (2000) fez referência à utilização de especiarias encapsuladas 

para conferir aroma e cor a produtos caseiros e a produtos assados 

industrializados, tais como pães e bolos.  

Giese (1993) reportou a aplicação de condimentos, aromatizantes, corantes 

e ingredientes nutritivos encapsulados, contidos em sachês feitos de filmes 

comestíveis, que se dissolvem instantaneamente em macarrões e sopas de 

preparo rápido.   

A aplicação desta tecnologia estendeu-se à incorporação de aditivos que 

podem alterar a textura de produtos processados (Ré, 2000).  

É possível a utilização de agentes encapsulantes que liberariam o princípio 

ativo em uma determinada condição de processo, por exemplo, em uma dada 

temperatura de cozimento (Schwartzberg & Rao, 1990). 

A encapsulação tem sido o meio para proteger aromas voláteis e delicados 

que são utilizados nas indústrias de alimentos, buscando padronizar a qualidade 

dos produtos manufaturados (Bertolini, Siani & Grosso, 2001).  

Microrganismos têm sido microencapsulados para protegê-los contra a 

presença de oxigênio, contra as baixas temperaturas de congelamento 
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(Ranadheera, Baines & Adams, 2010), contra o efeito bactericida do suco gástrico 

e outros meios ácidos (Rao, Shiwnarain & Maharaj, 1989; Fávaro-Trindade & 

Grosso, 2000, 2002; Hansen et al., 2002).  

Wegmuller et al., (2006) desenvolveram microcápsulas pelo método de 

spray cooling, contendo ferro, iodo e vitamina A para fortificação de sal, utilizando 

óleo hidrogenado de palma como agente encapsulante. As microcápsulas obtidas 

eram altamente estáveis, e não foram detectadas diferenças sensoriais. 

Rocha (2009) pesquisou a encapsulação de licopeno, fez aplicação destas 

capsulas em bolos que se mostraram satifatórios quanto à coloração do alimento. 

Vale a pena ressaltar, entretanto, que comparativamente às outras 

indústrias, como farmacêutica, agroquímica e cosmética, o desenvolvimento de 

produtos contendo ingredientes ativos é geralmente mais desafiador na indústria 

alimentícia (Ubbink e Krüger, 2006). 

1.4  Processos de microencapsulação e controle 

 Segundo Arshady (1993) e Nori (1996), os pontos críticos da 

microencapsulação são: a composição correta entre o material encapsulante e o 

núcleo, a comestibilidade do alimento que contém o ingrediente encapsulado, a 

escolha correta do material de parede da microcápsula (suas características físico-

químicas, solubilidade, cristalinidade, capacidade de formação de filme e 

propriedades de barreira), o tamanho desejado da microcápsula, a sensibilidade 

do material encapsulado, o custo de operação, a aplicabilidade para produtos 

alimentícios e o mecanismo de liberação do material ativo. Porém, na prática, na 

maioria das vezes o critério decisivo na escolha é o custo do material de parede, 

que na encapsulação de óleos essenciais pode chegar em até 95% do preço do 

produto final.  
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1.5. Técnicas de microencapsulação 

Existem diversas técnicas de microencapsulação que são usadas 

comercialmente, sendo divididas em três grupos conhecidos como métodos 

físicos, químicos e físico químicos. Dentro dos métodos físicos, alguns exemplos 

são spray drying, spray chilling, leito fluidizado, extrusão, centrifugação com 

múltiplos orifícios, co-cristalização e liofilização. Entre os métodos químicos estão 

inclusão molecular e polimerização interfacial, e os métodos físico-químicos mais 

estudados são coacervação, gelificação iônica e incorporação em lipossomas 

(Jackson & Lee, 1991; Ré, 2000). 

1.5.1.  “Spray chilling” 

 Atualmente a técnica de spray chilling (denominada também spray cooling 

ou spray congealing) ganha considerável atenção. É um processo físico rápido, 

seguro, sem uso de solvente, reprodutível, baixo valor de produção e de fácil 

ajuste de tamanho de partícula (Albertini et al, 2008). 

 É um processo semelhante ao spray drying, pois em ambos há uma 

dispersão do recheio no material liquefeito e aplicação de condições controladas 

(temperatura, agitação, tempo, etc) na fase de emulsão para produção das 

micropartículas. A diferença é que a temperatura usada no spray drying para a 

produção das partículas é alta, e no spray cooling a câmara é resfriada (Thies, 

1987; Dziezak, 1988; Schrooyen et al, 2001). 

 São usados, no spray chilling, lipídios com pontos de fusão que podem 

variar de 45ºC a 122ºC, incluindo triglicerídios, diglicerídios, monoglicerídios, 

ácidos graxos livres, esteróides ou ceras (Taylor, 1983; Dziezak, 1988; Jackson & 

Lee, 1991). 

 O material a ser encapsulado é misturado à matriz fundida e atomizado por 

bicos dentro de uma câmara, onde as micropartículas se solidificam rapidamente 

ao entrar em contato com ar frio ou N2 líquido na câmara em temperaturas abaixo 
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do ponto de solidificação da gordura ou cera fundida. A performance do processo 

de spray chilling depende estritamente da eficiência da atomização da mistura 

fundida, que pode ser pulverizada por diferentes diâmetros do bico atomizador. A 

viscosidade da mistura fundida é muito importante. Sua alimentação e a pressão 

utilizada no spray resultarão numa distribuição homogênea das partículas. 

 Durante o processo de produção, é preciso que os parâmetros 

estabelecidos para as partículas sejam mantidos, caso contrário elas podem 

apresentar qualidade reduzida. Um ponto importante é a manutenção da 

temperatura durante todo o processo, evitando o fenômeno de polimorfismo dos 

lipídios, que pode levar a diferentes graus de cristalinidade nos lipídios, alterando 

características como liberação modulada e eficiente armazenamento do recheio 

(Lamb, 1987; Dziezak, 1988; Jackson & Lee, 1991; Schrooyen et al, 2001). 

 Micropartículas produzidas por este processo são insolúveis em água. 

Assim, podem ser encapsulados produtos hidrofílicos, como minerais, vitaminas, 

enzimas, acidulantes, produtos voláteis e sensíveis a altas temperaturas, mas 

podem, também, serem encapsulados produtos hidrofóbicos, como alguns 

flavours, óleos essenciais, entre outros. Os ingredientes encapsulados por este 

método podem encontrar aplicações em misturas de sopas, alimentos com alto 

teor de gordura e produtos de panificação (Dziezak, 1988).  

1.5.2. “Spray drying” 

 O método de spray drying (secagem por atomização) é o mais comumente 

utilizado na indústria de alimentos devido a seu baixo custo e sua simplicidade se 

comparado aos demais. Várias vantagens justificam a sua utilização crescente. 

Dentre essas vantagens está a produção de partículas com alta reprodutibilidade, 

alta retenção do recheio, a versatibilidade da técnica tanto na operacionalização 

de materiais sensíveis ou resistentes à temperatura, a capacidade de processar 

diversas matérias-primas e a flexibilidade na formulação, além de baixo custo e 

boa estabilidade quanto à estocagem. Os fatores de formulação e os parâmetros 
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de processo determinam as propriedades das partículas produzidas (Wendel & 

Çelik, 1997; Ré, 1998; Oneda & Ré, 2003). 

 A microencapsulação por spray dryer baseia-se na obtenção de uma matriz 

que retém o composto de interesse na sua estrutura. Essa estrutura formada é 

normalmente do tipo “esponja”, com o recheio disperso ao longo da mesma. A 

distribuição do recheio faz dessa partícula um sistema multinucleado sendo 

adotado muitas vezes o termo microesfera para defini-la (Teunou & Poncelet, 

2002). 

 O processo envolve quatro estágios seqüenciais: (a) Atomização dos 

materiais de alimentação através de um bico atomizador; (b) Contato das gotículas 

produzidas com o ar; (c) Secagem (d) Coleta das microparticulas sólidas 

(Broadhead, Rouan & Rhodes, 1992). 

 As principais variáveis do processo de secagem por spray drying são de 

ordem operacional: a temperatura do ar de entrada e saída, padrão do fluxo de ar, 

distribuição de temperatura e umidade, tempo de residência; e de ordem 

estrutural: geometria da câmara e o tipo do atomizador (Ré, 1998; Cardoso, 2000). 

Quanto às características relativas ao produto atomizado, especial atenção é dada 

à viscosidade, solubilidade, estabilidade da solução/suspensão/emulsão formada. 

1.5.3. Gelificação iônica 

 A polimerização iônica, ou ligação iônica de polieletrólitos, apresenta 

condições brandas, é simples, rápida e de baixo custo. Envolve uma solução 

polimérica aquosa, com íons de baixa massa molar, em que polieletrólitos de 

cargas opostas interagem formando um complexo. Cápsulas de alginato ou 

pectina de baixo teor de metoxilação são muito usadas como material de 

cobertura, sendo os íons cálcio os mais usados como agente (Mestdagh e Axelos, 

1998). 
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 A concentração de polissacarídeo e cátions, a força iônica e o pH 

determinam a cinética da formação do gel, bem como o volume, estabilidade e 

porosidade das cápsulas, podendo influenciar na difusão de solutos para dentro e 

para fora da matriz polimérica (Mestdagh e Axelos, 1998). 

 Dietas protéicas, carboidratos e partículas insolúveis em água podem ser 

incorporadas e eficientemente mantidas por microcápsulas fabricadas por 

gelificação iônica, com o uso de hidrocolóides (Villamar & Langdon, 1993, Mukai-

Corrêa et al., 2004). 

 Já as misturas de polissacarídeos podem melhorar as características do gel 

resultante. Quando dois polissacarídeos são misturados, podem produzir 

diferentes tipos de estrutura, incluindo redes provenientes de entumescimento 

geradas a partir de separação de fases, redes interpenetrantes e redes pareadas 

(Amsden, 1998; Mestdagh e Axelos, 1998). 

1.5.4.  Coacervação complexa 

 O processo de coacervação é considerado por muitos como a técnica 

original e verdadeira de microencapsulação. A coacervação, também chamada de 

separação espontânea de fases, foi desenvolvida no início do século passado e, 

leva à formação de partículas bem pequenas com recheio uninuclear. O termo é 

oriundo do latim “co” e “acervus”, que significa união e agregação de partículas 

(Shahidi & Han, 1993; Thies, 1995; Menger et al., 2000; Ducel et al., 2004; Strauss 

& Gibson, 2004). 

 A formação dos complexos de polímeros deve-se principalmente às 

interações eletrostáticas que dependem do grau de ionização dos polímeros e, do 

pH (Weinbreck et al., 2004). Coacervar depende da carga líquida do sistema, 

sendo conseqüentemente influenciada pela estequiometria por parâmetros 

estruturais (conformação e comprimento de cadeia apropriados) dos polímeros e 
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pelas condições do meio como pH, força iônica, temperatura e natureza dos 

reagentes. 

 A coacervação complexa pode ser induzida em sistemas onde estão 

dispersos dois colóides hidrofílicos com cargas elétricas opostas. A neutralização 

de cargas positivas de um dos colóides pela carga negativa do outro é usada para 

ocasionar a separação da fase do complexo coacervado (Scheri, Marquez & 

Martucci, 2003). 

  Esta técnica consiste em uma separação espontânea de fases, pela 

formação de um complexo insolúvel entre dois ou mais polímeros. Para que isso 

aconteça, duas condições devem ser atendidas: os biopolímeros devem estar 

juntos em solução e as cargas opostas entre as suas cadeias devem estar em 

quantidades estequiométricas. A composição e concentração dos polímeros de 

parede, condições do meio como pH e força iônica estão diretamente relacionados 

com a eficiência de produção das microcápsulas e com características variadas de 

estrutura, tamanho e porosidade (Yeo et al., 2005). 

 A coacervação complexa é favorável por não utilizar solventes orgânicos 

nem altas temperaturas. Micropartículas produzidas por coacervação complexa 

são funcionalmente adequadas à encapsulação de materiais hidrofóbicos. A taxa 

de permeabilidade de compostos químicos através da estrutura de rede de um 

polímero é dependente da habilidade de inchamento da micropartícula, a qual é 

influenciada por diversos fatores tais como densidade, reticulação, cristalinidade, 

porosidade, hidrofilicidade, e a própria estrutura química do polímero (Akin & 

Hasirci, 1995).  

1.6. Material ativo  

1.6.1 Tocoferóis 

A Vitamina E é representada por 8 compostos (4 tocoferóis e 4 tocotrienóis) 

que apresentam atividades biológicas semelhantes, porém com potenciais 
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diferentes (Machlin, 1980). Tocoferóis são derivados do tocol, metil substituídos, 

que possuem um anel 6-hidroxicromanol unido no C-2 a uma cadeia lateral 

saturada do isoprenóide.Tocotrienóis são estruturas análogas cujas cadeias 

laterais contêm 3 duplas ligações trans. São designados como alfa- (a), beta- (b), 

gama- (g) e delta- (d) de acordo com o número e posição dos substituintes metila 

no anel cromanol, apresentados na Figura 5 (Ball, 2006). 

 
 
                       Tocoferol     Tocotrienol    

Figura 5. Vitamina E – Estruturas químicas. Fonte: Nogala-Kalucka (2003). 

Todos os tocoferóis e tocotrienóis são absorvidos no intestino e 

transportados ao fígado através dos quilomicrons. No entanto o α-tocoferol é 

preferencialmente utilizado. Este fato se deve à presença de proteínas específicas 

presentes no fígado, receptoras de tocoferóis, com afinidade ao α-tocoferol e seus 

estereoisômeros (Christie, 2003). 

Para fins de recomendação em dietas, apenas o α-tocoferol, incluindo os 

estereoisômeros sintéticos, ou misturas naturais contendo este composto são 

denominados como Vitamina E. A forma comercial mais disponível para indústrias 

alimentícias, de rações e farmacêutica são os ésteres acetatos de α-tocoferol (Ball, 

2006). 
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 Estas substâncias são muito apolares, existindo basicamente na fase 

lipídica dos alimentos. Quando não estão esterificadas, apresentam habilidade de 

atuarem como antioxidantes, extinguindo radicais livres através da doação de um 

hidrogênio fenólico e de um elétron (Fennema, 2003). 

 A atuação da vitamina E como um antioxidante para o organismo humano é 

de extrema importância, sendo que os tocoferóis estão naturalmente presentes 

nas membranas celulares, atuando como um fator de proteção contra a oxidação 

endógena e exógena (Christie, 2007). 

 É relatada a proteção do LDL (Low density lipoprotein) contra oxidação pela 

ação da vitamina E, o que interfere na ocorrência de doenças cardiovasculares 

(Kagan et al., 1992). O potencial desta vitamina é avaliado para diversas doenças 

relacionadas ao stress oxidativo, tais como a endometriose (Petean et al., 2007), 

além de estimular as células do sistema imunológico (Kindlein et al., 2007). 

Devido a interação dos tocoferóis e tocotrienóis com agentes oxidantes, 

pela sua função antioxidante, o processamento associado ao armazenamento 

pode levar a mudanças significativas nos níveis de vitamina E dos alimentos 

(Eitenmiller & Lee, 2004). Devido esta capacidade antioxidante a adição de α-

tocoferol às dietas animais é um meio efetivo de melhorar a estabilidade das 

carnes quanto à oxidação, além de melhorar o sabor (Sheldon et al., 1997; O’Neill 

et al., 1998). 

Os componentes da vitamina E apresentam boa estabilidade na ausência 

de oxigênio, em ampla faixa de temperatura (Ball, 2006). Tratamentos anaeróbicos 

de alimentos, tal como a produção de enlatados, apresentam baixa interferência 

na atividade da vitamina. No entanto, a presença de radicais livres e condições 

que promovem a oxidação de lipídios insaturados influenciam drasticamente nesta 

atividade (Fennema, 2006).  
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A microencapsulação deste composto se torna interessante também pelo 

fato de ser lipossolúvel, sendo que sua solubilização em meio aquoso é facilitada 

sem os prejuízos trazidos pelas emulsões (Yoo et al., 2006)  

1.6.1.1 Atividade das Unidades de Vitamina E 

O conteúdo de vitamina E é geralmente expresso pela sua atividade 

biológica, usando a escala de Unidade Internacional (UI). Neste sistema, a 

atividade biológica de 1 mg de d-α–tocoferol é equivalente a 1,49 UI de vitamina E 

e de 1 mg de acetato de dl-α–tocoferil é equivalente à 1 UI. Até 1980 a ingestão 

diária recomendada (IDR) para vitamina E era expressa em UI; e a partir de então, 

o termo tocoferol equivalente (TE) éi usado para expressar a IDR, sendo que 1 mg 

de dl-α–tocoferol é equivalente à 1 TE (Rupérez et al, 2001). 

Todas as formas da vitamina E apresentam atividades biológicas, 

expressas em tocoferol equivalente, definidos como: α–tocoferol, mg x 1 TE; β–

tocoferol, mg x 0,5 TE; γ–tocoferol, mg x 0,1 TE; δ–tocoferol, mg x 0,03 TE; α–

tocotrienol, mg x 0,3 TE e β–tocotrienol, mg x 0,05 TE. As atividades biológicas do 

γ- e δ–tocotrienol foram abaixo do nível de detecção (National Research Council, 

1989). 

1.6.1.2 Recomendações Nutricionais de tocoferol  

Os valores de recomendações nutricionais de vitamina E, segundo o 

Institute of Medicine - dietary reference intakes (2000), encontram-se na Tabela 2.  
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Tabela 2 – Valores de Ingestão Dietética para vitamina E. 
 

Estagio da vida Vitamina E a(mg/dia) 

 
Bebês 

0 – 6 meses 4** 
7 – 12 meses 5** 
 

Crianças 

1 – 3 anos 6* 
4 – 8 anos 7* 
 

Homens 

9 – 13 anos 11* 
14 – 18 anos 15* 
19 – 30 anos 15* 
31 – 50 anos 15* 
51 – 70 anos 15* 
Maior de 70 anos 15* 

 Mulheres 

9 – 13 anos 11* 
14 – 18 anos 15* 
19 – 30 anos 15* 
31 – 50 anos 15* 
51 – 70 anos 15* 
Maior de 70 anos 15* 

 Estado Fisiológico 

Gravidez  

≤ 18 anos 15* 
19 – 30 anos 15* 
31 – 50 anos 15* 
Lactação  
≤ 18 anos 19* 
19 – 30 anos 19* 
31 – 50 anos 19* 

a – Como α-tocoferol (RRR e os 2R estereoisômeros 
*RDA - Quota diária recomendada 
**AI - Ingestão Adequada 
Fonte: Institute of Medicine - Dietary Reference Intakes (2000). 

1.6.1.3. Microencapsulação de tocoferóis 

Yoo et al. (2006) produziram microcápsulas de α–tocoferol utilizando como 

material de parede alginato de sódio em um processo de gelificação iônica, 
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utilizando solução de CaCl2. Os autores obtiveram bons resultados em relação à 

retenção de α-tocoferol, de 31,15 a 58,32%, e, além disso, foi estudada a 

liberação in vitro cujos resultados mostraram uma resistência estrutural das 

cápsulas ao ambiente ácido (liberação de 28,8% do tocoferol após 24h em pH 1,2) 

e uma liberação rápida do material de recheio sob condições do ambiente 

levemente alcalinas (81,5% de alfa-tocoferol em pH 7,4). 

Fuchs et al. (2006) realizaram a microencapsulação, por spray dryer, de 

óleo vegetal como modelo para encapsulação de óleos com custo mais elevado 

como o alfa-tocoferol, utilizando como material de parede maltodextrina e goma 

arábica. Após a produção das cápsulas o produto passou pelo processo de 

aglomeração para melhorar suas propriedades de fluidez. Os autores obtiveram, 

para o material não aglomerado partículas pequenas (< 50 um) cujo rendimento foi 

de 94%. As microcápsulas apresentaram 4,7g/100 g massa seca comparado ao 

valor inicial de 5%, sendo que apenas 2% do material oleoso encontrava-se na 

superfície da cápsula. Em um teste de vida de prateleira acelerada (60°C), ou no 

tempo zero, o óleo encapsulado é mais oxidado do que o óleo sem proteção, 

ainda, após 8 semanas à temperatura ambiente o produto microencapsulado 

oxidou muito menos do que o óleo sem proteção. 

Pierucci et al. (2007) produziram micropartículas de α -tocoferol através da 

secagem por atomização utilizando como material de parede concentrado protéico 

de ervilha, as micropartículas apresentaram alta retenção de α -tocoferol (> 77%), 

tamanho menor do que 7 �m, formas esféricas e vários graus de rugosidade. Para 

o estudo da estabilidade as micropartículas foram adicionadas a um gel 

alimentício e estocadas por 90 dias, apresentando conteúdo de tocoferol menor 

para o produto não microencapsulado, o que mostra a eficiência protetora do 

processo de encapsulação. 
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1.6.1.4. Determinação Analítica de tocoferóis 

Os tocoferóis e tocotrienóis apresentam propriedades físico-químicas 

peculiares que fazem com que estes sejam separados e quantificados por 

cromatografia líquida (CLAE). Tocoferóis são apolares, não voláteis, e facilmente 

detectáveis por suas características UV, fluorescente e eletroquímica, que indicam 

seus detectores de quantificação (Nelis, D’Haeese e Vermis, 2000). 

As colunas analíticas para CLAE mais utilizadas para a determinação de 

vitaminas são de dois tipos: as de fase normal e as de fase reversa. As de fase 

normal são polares (sílica e outros), produzem separação em fases móveis 

extremamente apolares e promovem a separação de todos os tocoferóis (Turner e 

Mathiasson, 2000); enquanto as de fase reversa são revestidas em grau variável 

(de 6 a 18%) com polímeros apolares, octilsilano (C8) e octadecilsilano (C18), que 

propiciam melhor resposta com fases móveis polares (Snyder; Kirkland e Glajch, 

1997). Porém, nesta fase, ao contrário da fase normal, não há separação 

completa do β- e do γ–tocoferol e tocotrienol. 

 Embora os isômeros β-, e γ–tocoferol e tocotrienol não sejam 

separados pela coluna C18 usando uma fase móvel polar (acetonitrila ou metanol-

água), esta técnica pode ser aplicada para análise de lipídios antioxidantes nos 

casos onde um dos componentes do par isomérico esteja ausente na amostra 

e/ou não seja de fundamental importância a separação dos isômeros na pesquisa 

realizada. Os produtos de origem animal e vegetal contêm na sua composição, 

principalmente, α e γ–tocoferol (Cert, Moreda e Pérez-Camino, 2000). 

 Algumas vantagens práticas quanto ao uso desta técnica está 

relacionado ao fácil equilíbrio da fase móvel, reprodutibilidade dos picos 

cromatográficos característicos, compatibilidade com grande sensibilidade 

eletroquímica de detecção, baixa volatilidade dos solventes usados na fase móvel 

e boa seletividade para os isômeros geométricos dos tocotrienóis (Abidi, 2000). 
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Existem vários detectores que podem ser usados junto ao CLAE, como: 

detector de absorbância ultravioleta (UV), detector de fluorescência (FL), e 

detector eletroquímico (Abidi, 2000). 

 Para a determinação de vitamina E, o detector de fluorescência é 

geralmente utilizado devido a sua elevada sensibilidade e especificidade quando 

comparado ao detector de ultravioleta, pois os tocoferóis são compostos que 

apresentam propriedades fluorescentes (Kamal-Eldim et al, 2000; Panfili, 

Frantianni e Irano, 2003). 

1.6.1.4.1. Quantificação  

 Para quantificar as formas de vitamina E em CLAE, tanto a 

padronização externa quanto a interna pode ser considerada. 

 Para a utilização do padrão externo, usam-se concentrações 

conhecidas de soluções de padrões comerciais. As curvas de calibração são 

construídas graficando alturas do pico ou suas áreas absolutas contra as 

concentrações correspondentes. Conseqüentemente, a padronização externa 

pode dar boa precisão, prevenindo as flutuações e perdas associadas com a 

amostra (Nelis, D’Haese e Vermis, 2000). 

1.6.1.5. Validação de Métodos Analíticos    

 A confiabilidade de resultados analíticos está associada ao trabalho 

criterioso envolvendo procedimentos de preparação da amostra, extração das 

substâncias de interesse, remoção de interferentes e o passo de determinação 

final. Portanto, a avaliação da eficiência de um método requer que este seja 

validado. A validação deve ser considerada quando se desenvolve ou efetua 

adaptações em metodologias já validadas, inclusão de novas técnicas ou uso de 

diferentes equipamentos. No Brasil, os procedimentos adotados baseiam-se em 
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guias disponibilizados por órgãos credenciadores nacionais como a Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) e o Instituto Nacional de Metrologia e 

Qualidade Industrial (INMETRO). Podem também ser baseados em guias 

internacionais como “International Standardization for Organization” (ISO), 

“International Conference on Harmonization” (ICH), ou ainda nas Diretivas da 

Comunidade Européia, e guias disponibilizados pelo “United States – Food and 

Drug Administration” (US-FDA). Os parâmetros de validação empregados para 

métodos analíticos incluem a seletividade, linearidade e faixa de aplicação, 

exatidão, precisão (repetitibilidade, precisão intermediária e reprodutibilidade), 

limite de detecção (LD), limite de quantificação (LQ) e robustez. A linearidade 

refere-se à capacidade do método em fornecer resultados diretamente 

proporcionais à concentração da substância de interesse, dentro de uma faixa de 

aplicação. A relação matemática que descreve esta proporcionalidade geralmente 

é expressa pela curva analítica. A qualidade desta curva é avaliada por 

parâmetros estatísticos, tais como o coeficiente de correlação linear (r), obtido a 

partir do método matemático de regressão linear. Para a quantificação são 

utilizados métodos como a padronização externa, padronização interna, 

superposição de matriz e adição de padrão (Ribani, et al., 2004). 

A precisão de um método representa a dispersão de resultados entre 

ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes 

ou padrões, sob condições definidas. Para um número pequeno de 

determinações, costuma-se calcular a precisão pela estimativa do desvio padrão 

absoluto (s). Para processos de validação, a precisão é considerada em três 

níveis distintos; repetitividade, precisão intermediária e reprodutibilidade. A 

repetitividade representa a concordância entre os resultados de medições 

sucessivas de um mesmo método, efetuadas sob as mesmas condições de 

medição, quais sejam, mesmo local, procedimento, analista e instrumento usado 

sob as mesmas condições, repetições efetuadas em curto intervalo de tempo. A 

avaliação do efeito das variações dentro do laboratório devido a eventos como 

diferentes dias ou diferentes analistas ou diferentes equipamentos ou uma 

combinação destes fatores é medida pela chamada precisão intermediária. Tanto 
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a repetitividade como a precisão intermediária é expressa por meio da estimativa 

do desvio padrão (RSD), e o número de repetições recomendado para o cálculo 

do RSD varia de sete a nove, de acordo com as recomendações das agências 

credenciadoras. A reprodutibilidade é o grau de concordância entre os resultados 

das medições de uma mesma amostra, efetuadas em diferentes laboratórios, 

portanto sob condições variadas, tais como diferentes operadores, local, 

equipamentos, entre outros. Refere-se, conseqüentemente, a estudos 

colaborativos, que podem também contribuir para testar a exatidão do método, 

(Ribani , et al., 2004). 

 A exatidão é o grau de concordância entre os resultados individuais 

encontrados e um valor de referência aceito como verdadeiro (Inmetro, 2003). A 

exatidão é sempre considerada dentro de certos limites, a um dado nível de 

confiança (ou seja, aparece sempre associada a valores de precisão). 

 O número de ensaios varia segundo a legislação, conforme 

International Conference on Harmonization (ICH, 1997) e Anvisa (2003), sendo 

necessário um mínimo de nove determinações, envolvendo um mínimo de três 

diferentes níveis de concentração. 

 Os processos mais utilizados para avaliar a exatidão de um método são 

materiais de referência, comparação de métodos, ensaios de recuperação e 

adição padrão (Ribani et al.,2004)  

O limite de detecção (LD) representa a menor concentração do composto 

de interesse que pode ser detectada, mas não necessariamente quantificada, por 

meio de um procedimento experimental. O limite de quantificação (LQ) representa 

a menor concentração da substância em estudo que pode ser medida por meio de 

um procedimento experimental, com registro das determinações de exatidão e 

precisão. Tanto LD como LQ podem ser calculados por método visual, pela 

relação sinal-ruído ou ser baseado em parâmetros da curva analítica. Para 

análises cromatográficas, a medição do ruído não é simples, picos maiores 

tendem a aumentar a relação sinal-ruído, resultando em LD e LQ mais baixos. O 
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emprego de parâmetros da curva analítica, estatisticamente mais confiáveis, pode 

substituir a técnica sinal-ruído (Ribani , et al., 2004). 

A robustez de um método de ensaio mede a sensibilidade que este 

apresenta frente a pequenas variações. Um método diz-se robusto quando este 

não é afetado por uma modificação pequena e deliberado em seus parâmetros 

(Inmetro, 2003). A robustez de um método é avaliada, por exemplo, pela variação 

como concentração do solvente orgânico, pH e força iônica da fase móvel em 

CLAE, programação de temperatura, como tempo de agitação, etc. (Ribani et al., 

2004) 

1.6.2 Liberação do Ingrediente Ativo 

Uma das mais importantes propriedades da microencapsulação é a 

liberação gradual do material ativo a taxas controladas (Versic, 1988).  

A liberação de um material de recheio de uma microcápsula pode ocorrer 

de diferentes formas. Não existe um tipo de curva de liberação que satisfaça todas 

as necessidades. Além disso, os dados de liberação reais tendem a se desviar 

das curvas de liberação idealizadas. A liberação pode ocorrer de diferentes 

formas, podendo-se representar quatro modelos teóricos de liberação: o primeiro 

considera a existência de um mecanismo de "disparo" que inicia a liberação sendo 

que geralmente este disparo se dá pela presença de uma força externa ou fatores 

como luz, calor, pH e degradações químicas da cápsula; o segundo mecanismo 

assume que a parede da cápsula atua como reservatório, supondo que a taxa de 

liberação é constante; o terceiro modelo pressupõe a migração através da parede, 

mas considera um efeito adicional de liberação ocasionado por pequenos 

rompimentos na estrutura da cápsula; o quarto modelo considera a parede como 

uma membrana semipermeável, seletiva a diferentes massas moleculares (Thies, 

1995). 
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Entre os vários mecanismos de liberação se inclui o processo de fratura, 

onde a cobertura pode ser quebrada ou fraturada por forças externas como 

pressão ou por cisalhamento; por forças internas através da difusão, onde um 

gradiente de concentração faz com que ocorra a transferência de massa de um 

meio mais concentrado para um menos concentrado, e através da biodegradação 

que consiste na liberação enzimática do material ativo, sendo muito  utilizada na 

degradação de coberturas de lipídeos (Yazaw et al., 1974).  

A comparação entre os materiais obtidos por diferentes processos de 

encapsulação é realizada por diversos métodos analíticos, sendo o teste de 

dissolução um dos mais utilizados, porque apresenta uma comparação 

quantitativa das solubilidades de diferentes materiais (Wendel & Çelik, 1998).  

1.6.3 Estabilidade do ingrediente ativo 

O estudo da estabilidade de um constituinte, através de sua perda ou do 

aparecimento de sub-produtos ao longo do tempo deve ser baseado no 

conhecimento da reação química envolvida no processo que, por sua vez, 

determina um comportamento cinético de aparecimento ou de perda da espécie 

envolvida. A determinação da cinética química de uma reação envolve o estudo de 

taxas e mecanismos pelos quais uma espécie se converte a outra. A taxa de 

reação química é determinada pela massa ou concentração de um produto 

produzido ou por um reagente consumido por unidade de tempo. O mecanismo da 

reação, por outro lado é mais difícil de ser determinado desde que este envolve o 

conhecimento da sequência de passos que produzem o resultado final. 

Considerando a natureza complexa dos alimentos é difícil determinar o 

mecanismo real das reações intermediárias que levam a uma mudança particular, 

porém alguns procedimentos são adotados para avaliar a cinética global de 

produção ou consumo de constituintes do alimento de interesse, assumindo-se 



36 
 

que fatores ambientais como temperatura, umidade, luz e concentrações de outros 

componentes são mantidas constantes (Ross, 1997). 

Reações químicas em alimentos que seguem cinética de ordem zero 

apresentam uma taxa constante de mudanças da concentração de um produto ou 

reagente. Ou seja, quando a concentração é graficada contra o tempo obtém-se 

uma linha reta. Se a concentração X tempo apresentar um comportamento 

exponencial linearizável pela aplicação do logaritmo natural, a concentração da 

reação segue um modelo cinético de primeira ordem (Singh, 1996). 

Os testes de estabilidade são feitos para se conhecer o perfil de 

comportamento do produto microencapsulado e do recheio livre, frente a 

condições propícias à oxidação de corantes naturais, para se verificar se o 

processo de encapsulação resulta em melhoria ou não da estabilidade conforme 

Beatus et al. (1985). 

 A transformação dos lipídios resulta em aumento da superfície da partícula, 

diminuição da capacidade de encapsulação e perda do controle sob a liberação 

modulada, levando a problemas de estabilidade física das partículas. Por isso, 

esta estabilidade tem sido muito estudada, principalmente através de medidas de 

tamanho de partícula (por difração a laser), carga superficial (potencial zeta) e 

análise térmica (calorimetria diferencial de varredura - DSC) (Mehnert & Mäder, 

2001; Wissing et al, 2004b; Wissing, Kayser & Müller, 2004a). As técnicas de 

espectroscopia de infravermelho e reometria também estão sendo usadas para 

análises da estabilidade das nanopartículas (Mehnert & Mäder, 2001). 

 Numerosos fatores têm influência no tamanho médio das partículas, tais 

como a composição lipídica, o processo de formulação, a composição do recheio, 

os parâmetros do processo (temperatura, equipamento de homogeneização, etc.), 

a presença de tensoativo, as condições de estocagem, entre outros. Estes fatores 

têm influência no processo de cristalização lipídica e, portanto, no aumento do 

tamanho médio das partículas (Heurtault et al, 2003). Além da difração a laser, 

difração de luz dinâmica, ressonância magnética nuclear, microscopia óptica, 
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microscopia eletrônica e microscopia de força atômica também têm sido usados 

para análise do tamanho de partículas (Mehnert & Mäder, 2001; Heurtault et al, 

2003; Wissing et al, 2004b). 

 Quase todas as partículas em contato com um líquido adquirem uma carga 

em sua superfície, e o potencial elétrico no plano externo da partícula é chamado 

de potencial zeta (Heurtault et al, 2003). O potencial zeta é um indicador 

importante e útil de mudanças na carga da partícula, que pode ser usado para 

predizer e controlar a sua estabilidade. A medida do potencial zeta é geralmente 

importante para o entendimento dos processos de dispersão e agregação nas 

aplicações das nanopartículas (Mehnert & Mäder, 2001; Heurtault et al, 2003). 

 Termoanálise por DSC fornece informações sobre o comportamento de 

cristalização, transição polimórfica, temperatura de fusão, entalpia e grau de 

cristalinidade das partículas. Outra técnica usada para análise do grau de 

cristalinidade é a difração de raios-X, que também torna possível a investigação 

da tendência de cristalinidade e a transição polimórfica das nanopartículas 

(Mehnert & Mäder, 2001; Heurtault et al, 2003; Wissing et al, 2004b). 

 Autores investigaram o efeito da luz e da temperatura na estabilidade física 

de partículas de SLN. Foi encontrado que o aumento de tamanho das partículas 

podia ser induzido por um aumento da energia cinética (luz, temperatura) no 

sistema. Estocagem sob luz artificial levou à gelatinização do sistema com 7 dias 

de armazenamento, sob luz natural dentro de 3 meses e em ambiente escuro o 

aumento das partículas começou depois de 4 meses de estocagem. Esta 

gelatinização foi acompanhada de uma diminuição da magnitude do potencial zeta 

de -24,7 para menos de -18 mv. A influência da temperatura da estocagem no 

tamanho da partícula também foi analisada, e houve um aumento muito rápido 

quando em altas temperaturas enquanto que sob refrigeração o tamanho foi 

estável por 180 dias (Freitas & Müller, 1998). Ainda neste mesmo estudo, foi 

analisado o estado polimórfico dos lipídios. Com o aumento da energia cinética, 

houve polimorfismo de uma mistura de formas β’, α e sub α em apenas β’, 

acompanhada de formação de gel. Se as condições que aumentaram a energia 
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cinética (temperatura e luz) tivessem sido controladas, esta transformação poderia 

ter sido evitada (Freitas & Müller, 1998). 

1.7 Métodos Utilizados para o Estudo das Partículas Lipídicas 

Os métodos mais importantes para caracterização das microcápsulas e 

posterior avaliação do processo de encapsulação incluem: a microscopia ótica e 

eletrônica de varredura (MEV) que avaliam as estruturas, geral, externa e interna; 

raios-X e a análise térmica (DSC) que avaliam a estrutura fina; a microscopia e o 

analisador de tamanho de partículas (Mastersizer S), que também fornece a 

distribuição do tamanho das cápsulas; a cromatografia CG ou CLAE e a 

espectroscopia que avaliam a composição da parede e do recheio (Thies, 1995; 

Aguilera, 2005).  

1.7.1 Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

A microscopia eletrônica de varredura combina as melhores características 

da microscopia óptica e da microscopia eletrônica de transmissão. A preparação 

dos ensaios é mais simples e introduz menos artefatos. Além disso, permite 

avaliar tanto as características da superfície como as internas, dependendo das 

técnicas de preparação utilizadas. Pode-se utilizar uma ampla faixa de aumentos 

(20 a 100.000x) e alcançar uma profundidade de campo aproximadamente 500 

vezes maior que a microscopia ótica (Aguilera & Stanley, 1990; Aguilera, 2005). 

A caracterização morfológica das microcápsulas é uma análise essencial, 

pois avalia se o processo de encapsulação foi eficiente ou não, através da qual 

pode-se observar visualmente se ocorreu a formação das cápsulas, a integridade 

das paredes e também a distribuição de tamanho das mesmas. Variações nos 

parâmetros do processamento tais como temperatura e tipo de atomizador podem 

acarretar mudanças na morfologia das cápsulas, que por sua vez podem interferir 

nas importantes características do produto final e na estabilidade das 
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microcápsulas (Rosenberg et al., 1985 e1988). Estes mesmos autores, após um 

longo trabalho sobre a microestrutura de cápsulas oriundas do processamento por 

atomização, concluíram que a microestrutura determina também características do 

produto como, densidade, porosidade, e volatilidade do material retido, sendo esta 

uma análise fundamental para a avaliação e caracterização das cápsulas.  

As variações da morfologia das cápsulas são características dos materiais 

encapsulantes empregados no processamento de obtenção das microcápsulas. 

As dobras ou rugosidades apresentadas nas superfícies irregulares das cápsulas 

foram caracterizadas como concavidades por Archeri (1997). A topografia da 

superfície do produto final da encapsulação deve ser sempre analisada e é 

dependente da temperatura de secagem ou das taxas de secagem do processo e 

do material de parede utilizado (Rosenberg & Young, 1993).  

1.7.2 Difração de Raio-X 

 A difração de raios-X é usada para identificar o polimorfismo de cristais e é 

baseada na determinação do espaçamento dos cristais (long e short spacings). O 

princípio deste método consiste em excitar um anticátodo feito de um material 

como, por exemplo, o cobre que irá emitir raios-X que serão difratados pela 

estrutura cristalina a um determinado ângulo formado com os planos de átomos 

nessa estrutura. O ângulo depende da estrutura cristalina da amostra (Gioielli, 

Simões & Rodrigues, 2003) e o conjunto dos picos que aparecem em um 

difratograma de raios-X, funciona como uma impressão digital daquele material, 

isto é, cada substância cristalina exibe um único arranjo de picos no difratograma. 

 Para estudos em lipídios, difração de raios-x fornece sem equívocos a 

forma polimórfica correta apresentada pela amostra, e esta análise pode prover 

informações adicionais além das características polimórficas, tais como 

comprimento da cadeia carbônica ou densidade da camada lipídica, através do 

espaço interplanar (Timms, 1984). 
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 A identificação das formas polimórfica é realizada com base nos 

espaçamentos curtos do cristal. A forma α apresenta uma linha de difração 

simples em 4,15 Å. A forma β prima é caracterizada por duas linhas de difração 

forte, com uma linha proeminente em 3,8 e 4,2 Å, enquanto a forma β está 

associada a uma série de linhas de difração, com uma linha proeminente em 4,6 Ǻ 

e as linhas de menor intensidade de 3,7 e 3,8 Ǻ (AOCS, 2004; Rousseau & 

Marangoni, 2002).  

1.7.3 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) 

 As propriedades térmicas e estruturais de óleos e gorduras podem ser 

avaliadas através da calorimentria diferencial de varredura (DSC) e a difração de 

raios-X (Czerniak et al., 2005). 

 Efeitos endotérmicos e exotérmicos correspondem a mudanças de energia 

térmica na amostra. Quando uma substância funde, energia em forma de calor é 

necessária para romper as interações que mantêm a amostra no estado sólido. A 

energia aplicada corresponde a um efeito endotérmico. A finalidade dos sistemas 

térmicos diferenciais (DSC) é registrar a diferença entre as mudanças de entalpia 

que ocorrem entre uma amostra e um material de referência, quando ambos são 

aquecidos sob as mesmas condições. O DSC é uma técnica muito versátil que 

permite o uso de amostras sólidas, líquidas, na forma de pós, filmes entre outros 

(Nassu, 1994). 

 

 Quando a calorimetria é usada para investigar as propriedades térmicas de 

gorduras, vários picos podem ser observados durante o resfriamento ou 

aquecimento das amostras. Esses picos refletem a ocorrência das transições 

térmicas da amostra, o que muitas vezes torna difícil a sua interpretação 

dependendo das taxas de aquecimento, resfriamento e história térmica do 

material. No entanto, para o auxílio na identificação das formas polimórficas 

presentes em uma amostra de gordura, a técnica de difração de raios-X pode ser 
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conveniente, pois auxilia e complementa a interpretação dos eventos térmicos 

ocorridos na amostra (Keller et al., 1996). 

 
 A velocidade de aquecimento/resfriamento pode variar de 0,1 a 200ºC/min 

ou ser constante, no caso de operações isotérmicas. Velocidades pequenas são 

usadas, geralmente, em estudos que envolvem cristais líquidos, pureza de 

compostos e cinética de reações. No que diz respeito ao tamanho da amostra, 

velocidades maiores que 10°C/min são usadas para am ostras pequenas e para 

amostras maiores são encontrados melhores resultados com análises a 

velocidades menores, como por exemplo, 5°C/min (Nas su, 1994). 

 Na curva a temperatura onset é aquela correspondente ao ponto no qual a 

curva começa a se desviar da linha base. Temperatura máxima de pico 

corresponde à evolução máxima de pico, na velocidade utilizada; esta temperatura 

não representa o máximo da reação nem o término do fenômeno, e sua posição é 

muito influenciada pela velocidade de aquecimento/resfriamento, se tornando um 

dado não muito relevante na análise geral da curva de DSC. Temperatura de 

conclusão do fenômeno térmico é a temperatura na qual a curva volta à linha base 

após a conclusão do fenômeno térmico (Nassu, 1994). 

 No caso de lipídios o DSC acoplado a um acessório que permita operações 

a temperatura sub-ambiente, é uma ótima técnica para investigação de seus 

comportamentos térmicos e monitoramento de processos de modificação, como 

fracionamento, hidrogenação e interesterificação. Para tais substâncias, 

temperaturas entre -50 e 80 °C são, geralmente, as de maior interesse, e as 

entalpias variam de 100 a 200 J/g (Ma et al, 1990; Raemy & Lambelet, 1991). 

 Polimorfismo, é a existência de mais de uma forma cristalina em uma 

mesma substância, é freqüentemente encontrado em lipídios. Muitos 

triacilgliceróis ocorrem em α, β’ ou β, que, nesta ordem, apresentam crescentes 

estabilidades termodinâmicas, temperaturas e entalpias de fusão e dilatação 

térmica (Nassu, 1994). O método mais usado para análise do polimorfismo é a 

difração de raios-X, pois as formas poliméricas possuem diferentes padrões de 
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identificação, mas o DSC pode investigar a influência da composição química, 

parâmetros de processo e história térmica no polimorfismo, uma vez que 

temperatura, tempo e número de etapas de aquecimento e resfriamento podem 

ser reproduzidos sob controle de um microcomputador (Ma et al, 1990; Raemy & 

Lambelet, 1991; Nassu, 1994). 

 Medidas calorimétricas obtidas por esta técnica podem permitir uma 

avaliação acurada do comportamento de fusão e de cristalização de materiais 

cristalinos como micropartículas produzidas com material lipídico. A quebra ou 

fusão das junções cristalinas durante o aquecimento ou o resfriamento da amostra 

pode produzir informações sobre o polimorfismo, a ordenação cristalina, a 

possibilidade de misturas eutéticas ou informações sobre o processo de transição 

vítrea (Jenning et al, 2000c). 
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CAPITULO 2 

VALIDAÇÃO DO MÉTODO PARA DETERMINAÇÃO DE α-TOCOFEROL POR 

CLAE 

RESUMO   

A validação é essencial para definir se uma metodologia desenvolvida está 

completamente adequada aos objetivos a que se destina, a fim de se obter 

resultados confiáveis que possam ser satisfatoriamente interpretados. Além disso, 

pode ser considerado um dos principais instrumentos de garantia da qualidade. 

Devido à importância da vitamina E para a saúde e a necessidade de técnicas 

sensíveis e confiáveis, um método analítico utilizando cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE) foi validado para quantificação de α-tocoferol em cápsulas. 

Foram avaliados os parâmetros de limite de quantificação, linearidade, precisão 

(repetibilidade e reprodutibilidade) e robustez. Os limites de detecção e 

quantificação foram estimados como sendo 3 e 10 vezes a razão sinal/ruído, 

respectivamente. A repetibilidade e reprodutibilidade foram avaliadas através dos 

coeficientes de variação (CV) obtidos para dez determinações e os resultados 

apresentaram valores de 1,538 e 7,76% respectivamente. Obteve-se faixa de 

linearidade de quantificação ampla para o composto com coeficiente de regressão 

igual a 0,9999. Todos os resultados se mostraram satisfatórios, o método 

demonstrou-se adequado para a quantificação de α-tocoferol em micropartículas, 

considerando os parâmetros especificados pela Anvisa-Brasil Resolução 899/2003 

e Inmetro DOQ CGCRE-008,  2003. 

Palavras-chave: Validação; α-Tocoferol; Cromatografia líquida, microcapsulas. 



64 
 

2.1. INTRODUÇÃO 

 A necessidade de se mostrar a qualidade de medições químicas, 

através de sua comparação, rastreabilidade e confiabilidade, está sendo cada vez 

mais reconhecida e exigida. Dados analíticos não confiáveis podem conduzir a 

decisões desastrosas e a prejuízos financeiros irreparáveis. Para garantir que um 

novo método analítico gere informações confiáveis e interpretáveis sobre a 

amostra, este deve sofrer uma avaliação denominado validação. A validação de 

um método é um processo contínuo que começa no planejamento da estratégia 

analítica e continua ao longo de todo o seu desenvolvimento e transferência.  Um 

processo de validação bem definido e documentado oferece às agências 

reguladoras evidências objetivas de que os métodos e os sistemas são adequados 

para o uso desejado (Ribani, et al., 2004). 

 A validação deve ser considerada quando se desenvolvem ou efetuam 

adaptações em metodologias já validadas, inclusão de novas técnicas ou uso de 

diferentes equipamentos. No Brasil, os procedimentos adotados baseiam-se em 

guias disponibilizados por órgãos credenciadores nacionais como a Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) e o Instituto Nacional de Metrologia e 

Qualidade Industrial (INMETRO). Podem também ser baseados em guias 

internacionais como “International Standardization for Organization” (ISO), 

“International Conference on Harmonization” (ICH), ou ainda nas Diretivas da 

Comunidade Européia, e guias disponibilizados pelo “United States – Food and 

Drug Administration” (US-FDA). Os parâmetros de validação empregados para 

métodos analíticos incluem a seletividade, linearidade e faixa de aplicação, 

exatidão, precisão (repetitibilidade, precisão intermediária e reprodutibilidade), 

limite de detecção (LD), limite de quantificação (LQ) e robustez, (Ribani, et al., 

2004). 
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2.2. MATERIAL E MÉTODOS 

  Padrões e solventes 

Hexano (Burdick & Jackson) e Isopropanol (marca EM Science) com grau 

cromatográfico CLAE. Os padrões cromatográficos utilizados (α-Tocopherol, Cat 

613424 – Celbiochem) foram de pureza não inferior a 95%. 

 Equipamento e condições operacionais 

 As determinações de tocoferóis foram conduzidas utilizando o 

cromatógrafo líquido de alta eficiência (CLAE), marca Perkin-Elmer 250, tendo-se 

como detector de fluorescência Perkin Elmer, series 200 em condição isocrática à 

temperatura ambiente. As separações foram conduzidas utilizando-se uma coluna 

Hibar (Merk, Dermstadt, Cartridge n° 0/3117, sorben t lot n° F 823888) contendo                           

LiChrosorb Si 60 (5 �m) e fase móvel de hexano:isopropanol (99:1, v:v) grau 

HPLC, acoplada a coluna de guarda Li Chro Cart 4-4 (Merck) de LiChrospher Si 

60 (5 �m)  , caracterizando uma cromatografia de fase normal. A detecção dos 

tocoferóis foi realizada por fluorescência utilizando λ de excitação igual a 290 nm e 

λ de emissão de 330 nm. As injeções foram realizadas com um loop de 20�L. O 

processamento dos dados foi realizado através do Peak Simple Chromatography 

Software. 

  Identificação e Quantificação 

 A separação, identificação e quantificação de tocoferóis foi realizada por 

meio da cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), também conhecida por 

High Performance Liquid Chromatography (HPLC). Conforme o método AOCS Ce 

8-89.  

Os picos dos isômeros de tocoferóis foram detectados utilizando o detector 

de fluorescência, com comprimento de onda de excitação de 292 nm e emissão de 

326 nm. 
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A identificação do tocoferol foi baseada na comparação dos tempos de 

retenção pelos padrões validados sobre as mesmas condições, de operação.  

A quantificação foi realizada por padronização externa, tendo sido 

construída a curva analítica com 5 níveis de concentração; cada ponto foi 

representado pela média de 5 determinações.  As concentrações de α-tocoferol 

variaram na faixa de 2,0250 a 17,0079 �g/mL  

 Validação Analitica 

 A validação da metodologia analítica foi conduzida segundo a Resolução da 

Anvisa ( 2003) e Inmetro (2003).  

 Limite de detecção e de quantificação 

 Os limites de detecção e quantificação foram estimados como sendo 3 e 10 

vezes a razão sinal/ruído, respectivamente. 

 Precisão 

 A precisão foi avaliada em relação aos níveis de repetibilidade e 

reprodutibilidade. Para se avaliar a repetibilidade do método, foi injetada uma 

solução contendo os padrões do produto ativo. Este procedimento foi realizado por 

10 vezes consecutivas em um mesmo dia.  Os resultados foram expressos como o 

desvio relativo (% RSD) da medida da área dos picos e do tempo de retenção 

(n=10). 

 Ao nível de reprodutibilidade, a precisão do método foi avaliada repetindo-

se esse procedimento durante três dias. Os resultados foram expressos como o 

desvio relativo (% RSD) da medida da área dos picos e do tempo de retenção 

(n=3). 
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 Robustez 

  A robustez do método cromatográfico foi determinada por análises dos 

ensaios sob diferentes condições. Foram testadas duas variações em ralação ao 

método original, como variação no fluxo na fase móvel (±0,1 mL min-1) e 

proporção da fase móvel ( ±0,1% v/v). 
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2.3.   RESULTADOS  

   Etapas Analíticas 

 A Figura 1 apresenta um cromatograma com a separação simultânea 

do α-tocoferol em soluçâo padrão. A vitamina E (α-tocoferol) foi eluída em tempo 

de retenção de 4,916 min. Comparando com dados mais recentes da literatura, o 

tempo de análise foi inferior ao do método de Gomis, Fernandez e Gutierrez 

(2000), que foi de 15 min, e de Escrivá et al. (2002) que foi de 18 min para a 

eluição do α-tocoferol. Apenas Rodas e coloboradores (2003), obtiveram uma 

separação tão rápida quanto à obtida neste trabalho.  

 

 

          

 . 

Figura 1.   Cromatograma referentes ao tempo de retenção do α–tocoferol.  

 CLAE – Detetor de Fluorescência  ʎexc. 290 e ʎem. 330nm. 
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Curva de calibração (linearidade) 

 As curvas de padronização do α-tocoferol apresentaram boa linearidade, no 

intervalo de concentração pré - estabelecido (Figura 2). Isto pode ser verificado 

pelos valores dos coeficientes de correlação, pois está muito próxima ao valor 

ideal 1,0, o que demonstra que há uma relação linear definida entre as variáveis X 

e Y, o que significa que 99,99 % da variação total em torno da média é explicada 

pela regressão, restando 0,01% para ser explicado pelos resíduos.  

 

   

 

 

Figura 2.  Curvas de calibração do α-tocoferol na faixa de concentrações de  
 2,025 a 17,0079 µg/mL.  

 

Desta forma, a calibração externa realizada com o padrão de α-tocoferol, 

permitiu a determinação, nas faixas de concentrações usadas, a relação linear 

entre as concentrações e resposta do detector.  

 

 

 

 



70 
 

Validação do Método 

 Os parâmetros de validação do método determinado para o α-tocoferol são 

apresentados na tabela 1. 

Tabela 1. Resultados dos parâmetros da validação na determinação do α-

Tocoferol por CLAE. 

*Os parâmetros repetibilidade e reprodutibilidade foram avaliados através do cálculo do desvio padrão 
relativo, DPR (%).    LOD = Limite de detecção; LOQ = Limite de Quantificação 

 Os limites de detecção e quantificação (Tabela 1) encontrados para o α-

tocoferol foram de 0,031 µg/mL e 0,122 µg/mL respectivamente. Salovaananen  et 

al., 2000;  Escriva et al., 2002 e Gomis, 2000, relataram limites de detecção de 

0,020 µg/mL,  0,083 µg/mL, e 0,031 µg/mL, respectivamente. Isto demonstra que o 

método utilizado neste trabalho permite obter uma boa detecção do α-tocoferol no 

sistema cromatográfico. 

 A precisão foi avaliada em termos de repetibilidade e reprodutibilidade, 

utilizando-se padrões. A tabela 1 aponta os desvios relativos (DPR) para a área 

obtida na repetibilidade de 1,538 %. Já a reprodutibilidade demonstrou resultado 

com um desvio relativo de 7,76 %.  Enquanto os desvios relativos em relação ao 

tempo de retenção da substância ficaram abaixo de 0,82% para a repetibilidade e 

abaixo de 10% para a reprodutibidade.  

Parâmetros de validação α- tocoferol 

Equação da curva analítica Y= 531,4483X 

R2 0,9999 

Repetibilidade (n=10)* 1,538 

Reprodutibilidade (n=3)* 7,76 

LOD (µg mL-1) 0,031 

LOQ ( µg mL-1) 
 

0,122 
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 Em geral, tanto a repetibilidade como a reprodutibilide apresentaram 

valores de RSD menores do que 15%. O método está de acordo com as 

exigências de validação (Anvisa, 2003; Ribani  et al., 2004). 

 Finalmente com o objetivo de avaliar a robustez do método foram testadas 

duas variações em relação ao método original, como variação no fluxo na fase 

móvel (±0,1 mL min-1) e proporção da fase móvel (±0,1% v/v). A comparação entre 

as médias do método testado com o obtido no ensaio do método original forneceu 

valores menores que 2%. Desta forma, a metodologia desenvolvida foi 

considerada robusta. Os resultados são mostrados na Tabela 2.  

Tabela 2.   Resultados do ensaio de robustez expressos em média ± desvio  
  padrão.  

Fluxo da Fase Móvel            Fluxo da Fase Móvel              Proporção da Fase Móvel             Proporção da Fase Móvel      

    (- 0,1 mL min-1)                       (+ 0,1 mL min-1)                             (-0,1% v/v)                                       (+0.1% v/v) 
 

 6.369,58 ± 107,4 

        (1,68%) 

6.338,11 ± 144,4 

            (2,28%) 

     6.503,67 ± 45,1 

             (0,69%) 

           6.438,1 ± 149,8 

                    (2,33%) 

média do método original: 6.422,834. 
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2.4. CONCLUSÕES 

 A validação da metodologia analítica em estudo demonstrou-se apropriada 

para a finalidade pretendida, pois o método forneceu dados que comprovam que o 

mesmo é válido, uma vez que todos os parâmetros (linearidade, LD, LQ, precisão, 

robustez), no intervalo das concentrações analisadas, atenderam às exigências 

analíticas recomendadas pela Anvisa.  
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CAPITULO 3 

PRODUÇÃO DAS MICROPARTÍCULAS LIPÍDICAS COM  α-TOCOFEROL POR 

SPRAY CHILLING: CARACTERIZAÇÃO, ESTABILIDADE E LIBERAÇÃO 

RESUMO 

O α-tocoferol é um antioxidante natural que pode ser utilizado para enriquecimento 

de alimentos e aplicação em cosméticos e alimentos por apresentar atividade 

como vitamina E. Contudo, há a necessidade de proteção desse agente ativo por 

um método como o da microencapsulação. O objetivo deste trabalho foi 

microencapsular α-tocoferol por spray chilling, utilizando como agentes 

encapsulantes matrizes lipídicas interesterificadas quimicamente (algodão/palma e 

soja totalmente hidrogenada) sem isômeros trans, avaliando a eficiência de 

encapsulação e caracterizando a morfologia por microscopia eletrônica de 

varredura (MEV) e avaliando o tamanho médio das micropartículas por difração a 

laser (Mastersizer S). As variáveis de estudo foram a velocidade de 

homogeneização (3000 a 11000 rpm) e a concentração de tocoferol (5-25 g/100g). 

Para a obtenção das micropartículas, as matrizes lipídicas foram fundidas e 

mantidas em banho à temperatura de 65 °C. O α-tocoferol foi adicionado à matriz 

fundida seguido de homogeneização em ultra-turrax por 5 min. As soluções foram 

pulverizadas por atomizador duplo fluido aquecido a 65 °C e pressão de ar de 0,25 

MPa, com a atomização efetuada dentro de uma câmara resfriada a 10 °C. Para a 

avaliação foi realizado um planejamento DCCR (Delineamento Composto Central 

Rotacional) com duas variáveis independentes com 11 ensaios. A quantificação do 

α-tocoferol foi realizada utilizando técnica isocrática de CLAE. Os resultados 

apresentaram uma eficiência de encapsulação de tocoferol na faixa de 89,6 a 

99,3%, Em geral, as micropartículas apresentaram formas esféricas com paredes 

rugosas, mas contínuas, sem rachaduras ou poros e com diâmetros médios que 

apresentaram valores entre 50,79 a 92,76�m. 
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Para o estudo da estabilidade foi realizado um planejamento com quatro ensaios 

os quais foram submetidos à estocagem por 180 dias em três diferentes 

temperaturas (ambiente 25°C ±5°C, em estufa 22°C e freezer -18°C), medidas de 

difração de raios-X (0, 60, 120, 180 dias) e medidas calorimétricas (tempo zero) 

foram efetuadas. A eficiência de encapsulação foi superior a 90%.  

Os termogramas, obtidos por DSC, em tempo zero, não apresentaram diferenças 

entre os ensaios. Os difratogramas, obtidos por difração de raios-X, foram muito 

semelhantes entre os tratamentos e foi constatada a presença de 3 picos 

principais nos seguintes ângulos 2θ = 19,3° d = 4,6Å,  2 θ= 22,8° d = 3,8Å e  2 θ = 

23,1° d = 3,7Å, que parecem estar associados à form a polimórfica β. As 

porcentagens de cristalinidade das formulações obtidas ao longo do tempo foram 

relativamente baixas, inferiores a 30%, sem diferença significativa com relação ao 

tempo de estocagem e muito próximas entre os ensaios. As curvas de liberação 

não apresentaram liberação inicial alta indicando a ausência de efeito “burst” e 

distribuição homogênea do material de recheio por toda a extensão da partícula. 

Palavras chaves: Microparticulas, liberação, Spray chilling, Gorduras zero trans. 
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3.1. INTRODUÇÃO 

 
 Uma das recentes alternativas para proteger, prolongar a funcionalidade e 

controlar a liberação de um ingrediente de alimentos é o uso da 

microencapsulação (Shahidi & Han, 1993). O interesse industrial por essa 

tecnologia deve crescer rapidamente nos próximos anos, porque este pode levar a 

produtos com novas propriedades funcionais, mais estáveis e assim com maior 

vida útil. A incorporação de novas tecnologias é hoje no Brasil, essencial para que 

as mais variadas industrias ofereçam produtos com maior valor agregado, o que 

representa uma vantagem na disputa por mercados internos e externos (Ré, 

2000). 

 A Microencapsulação pode ser definida como a tecnologia usada para 

proteger as substâncias do meio ambiente devido à volatilidade e facilidade de 

oxidação na presença da luz, ar, umidade e temperaturas elevadas.   

 A microencapsulação de alimentos emprega formulações contendo o 

ingrediente a ser preservado em mistura com agentes encapsulantes dos mais 

variados: amido ou seus derivados, proteínas, gomas, lipídios, ou combinações 

entre estes agentes.  

 A utilização de lipídios para a produção de micropartículas é uma atraente 

alternativa como material de revestimento pela habilidade que têm de formarem 

uma variedade de estados morfológicos como emulsões, lipossomas e 

micropartículas sólidas, sendo usados principalmente na área farmacêutica há 

muito anos. A técnica de “spray chilling” tem sido utilizada com vantagen no 

processo exercendo efeito polimórfico nas propriedades de cristalização dos 

lipídiios, consolidando um produto estavel (Eldem et al, 1991a). 

Na produção de micropartículas lipídicas sólidas (SLMP – solip lipid 

microparticles) por “spray chilling”, a massa do lipídio fundido junto com o material 
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de recheio é atomizado formando gotas que rapidamente solidificam-se em 

contacto com o frio (Magee & Olson, 1981a, 1981b). Na área de alimentos as 

SLMP tem sido desenvolvida para várias aplicações, incluindo vitaminas e 

minerais (Gibbs et al. 1999), glicose, bacto-peptona e enzimas (Magee & Olson, 

1981a, 1981b), vitaminas hidrossolúveis, peptídeos e outras substancias bioativas 

(Onal & Langdon, 2004a, 2004b). 

Apesar da facilidade da produção e da possibilidade da fabricação 

industrial, as microparticulas (SLMP) ou nanoparticulas sólidas lipídicas (SLN) 

podem apresentar algumas desvantagens. Dentre elas estão incluídas a baixa 

capacidade de encapsulação e expulsão do material de recheio durante o 

armazenamento devido à estrutura cristalina e às características dos planos 

polimórficos lipidícos durante o processo de solidificação e cristalização nos sítios 

amorfos da matriz transportadora (Westesen et al. 2005).  

Para evitar este problema, micropartículas lipídicas denominadas como 

lipídios nano-estruturados (NLC) tem sido propostas com o objetivo de 

incrementar a capacidade de carga das partículas e minimizar a expulsão do 

material do núcleo (Jenning et al. 2000; Muller et al. 2002, Siekmann & Westesen, 

1992; Muller et al. 2000) 

Este trabalho tem como objetivo o estudo de um processo de 

microencapsulação de tocoferóis por “spray chilling” empregando misturas 

lipídicas obtidas de (óleo de algodão interesterificado com óleo de palma 

totalmente hidrogenado) e óleo de soja totalmente hidrogenado, constituindo 

misturas sem isômeros trans. 
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3.2. MATERIAL E MÉTODOS 

3.2.1. Materiais 

• Lipídios interesterificados (LI) (óleo de algodão (AO) interesterificado com 

óleo de palma totalmente (PTH)), refinados e desodorizados, produzidos 

na Unicamp (Laboratório de Óleos e Gorduras: Engenharia de 

Alimentos). 

 A reação de interesterificação química foi realizada conforme as 

condições descritas por Grimaldi e colaboradores (2005), de acordo com 

o que segue abaixo:  

- 200 g das matérias-primas nas devidas proporções: óleo de algodão 

(65% m/m) e óleo de palma 100% hidrogenado (35% m/m), em 

recipiente kitassato; 

- Fusão, mistura e secagem a vácuo dos óleos sob agitação 

magnética e  aquecimento de 100º C por 30 min; 

- Adição do catalisador metóxido de sódio na proporção de 0,4% em 

relação ao peso de óleo (0,8 g / 200 g de óleo); 

- Reação sob agitação, vácuo e temperatura de 100º C por 20 min; 

- Adição de solução aquosa de ácido cítrico a 5% m/m (1,4 g) para 

interromper a reação; 

- Lavagem com água quente e ácido cítrico até remoção dos sabões à 

neutralidade do óleo. 

- Secagem a vácuo sob agitação e temperatura de 100º C, até 

obtenção de meio lipídico transparente. 

 

• Óleo de Soja totalmente hidrogenado (OSTH) industrialmente, fornecido 

pela Ind. Triângulo Alimentos. 

• Material ativo para ser encapsulado : α-Tocoferol : Roche (E307*),   Code: 

0410276004,  Lote: UT01110039, (pureza 95%). 

• Óleo de girassol comercial Sadia. 
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• Enzima lipase pancreática suína adquirida da Sigma-Aldrich, (St. Louis, 

MO, EUA, cod. P-7012, lote: 09K7356). 

• Hexano (Burdick & Jackson) e Isopropanol (marca EM Science) com grau 

cromatográfico CLAE. 

3.2.2.  Equipamentos 

 Atomizador duplo fluido (parte integrante do mini Spray Dryer Büchi-191,   

diâmetro de “nozzle” de 0,7 mm, Flawil, Suiça), Câmara fría para a solidificação 

das partículas (Ultratorac, LKB – Bromma, Alemanha), Ultra-Turrax mod. T18 

marca IKA, banho-maria marca Marconi, pHmetro Digimed mod. MD20, balança 

analítica Ohaus mod. AS200, balança semi-analítica Marte mod. AS2000c. Ainda 

foram utilizados, Homogeneizador rotativo para tubos Phoenix mod. AP22, 

microscópio ótico Jenaval e Nikon Eclipse E800 (Tokio, Japan) e os equipamentos 

cromatógrafo liquido de alta eficiência (CLAE) Perkin Elmer mod. 250 para 

quantificação de tocoferóis. O estudo de estabilidade foi efetivado em estufa de 

B.O.D. Modelo 347 CD (Fanem, Brasil) 

3.2.3. Caracterização da matriz lipídica 

A caracterização da matriz lipídica interesterificada quimicamente (LI) utilizada 

neste trabalho foi realizada pela Dra. Denise Fabiana Silvestre Becker de Almeida 

(2008) em relação a: 

- Determinação de ponto de fusão 

- Composição em Acidos graxos (AG) 

- Composição triacilglicerólica (TAG) 

- Curva de sólidos 

- Consistência  

- Análise térmica por calorimetria diferencial de varredura (DSC)  

- Curvas Isotérmicas de cristalização 
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- Microscopia dos cristais sob luz polarizada 

- Diâmetro médio dos cristais 

3.2.4. Produção de micropartículas lipídicas (MpL) – Ensaios 

 Preliminares 

 

3.2.4.1.  Determinação da proporção da matriz lipídica (parede) 

Para obter micropartículas lipídicas (MpL) pelo processo de “spray chillig”, a 

matriz lipídica foi definida com base no perfil de fusão e no aspecto estável destas 

após pulverização a temperatura ambiente (25°C). Fo ram realizados testes com 

misturas de lipídios interesterificados (LI) com ponto de fusão de 42°C, com óleo 

de soja 100% hidrogenado (OSTH) com ponto de fusão aproximado de 70°C, nas 

proporções descritas na Tabela 1. Para a determinação do ponto de fusão foi 

empregado tubo capilar aberto, de acordo com o método Cc 3-25 da A.O.C.S. 

(2004). 

Tabela 1.     Proporções da matriz lipídica. 

1  Lipidio interesterificado- 65% AO : 35%  PTH;    2 Oleo de soja totalmente hidrogenado 
 

 As frações interesterificadas foram advindas da interesterificação química 

de óleo de algodão (OA:65%) com óleo de palma 100% hidrogenado (PTH:35%) 

sem isômeros trans e para melhorar a resistência mecânica de parede das 

micropartículas foi utilizado o óleo de soja 100% hidrogenado sem isômeros trans 

nas proporções apresentadas na Tabela 1.  

 Proporções (%) 

Amostra 1LI  2OSTH  

1 40 60 

2 60 40 

3 70 30 

4 80 20 
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3.2.4.2.   Determinação das proporções entre mistura lipídica e recheio 

A escolha das proporções adequadas entre a mistura lipídica e recheio na 

produção das micropartículas lipídicas (MpL) foi realizada através da formação de 

soluções com diferentes teores dos dois componentes. Foram preparadas 

matrizes lipídicas (lipídios interesterificados e óleo de soja 100 % hidrogenado 

(OSTH) com α-tocoferol. Estas misturas foram testadas em diferentes proporções, 

sendo homogeneizadas com o Ultra-Turrax a 3000 e 11000 rpm por 5 min. A 

temperatura das misturas foi mantida a 65οC com banho maria. As misturas foram 

avaliadas visualmente levando-se em conta à estabilidade da solução, viscosidade 

e formação de micropartículas após pulverização. 

3.2.4.3.    Determinação dos parâmetros para produção das micropartículas 

lipídicas (MpL) 

 Simultaneamente foram realizados testes preliminares para conhecimento do 

funcionamento do equipamento (Figura 1), variando-se parâmetros como: 

Diâmetro do bico atomizador (1,5; 1,0 e 0,7mm)/ Temperatura de injeção da 

amostra no bico atomizador (60, 65, 70 e 75ºC)/ Temperatura da camisa do bico 

atomizador (faixa 60-70ºC)/ Pressão do ar  (0,1 a 0,5 MPa). A temperatura e a 

distância a ser percorrida pela solução até o ponto do encontro com a superfície 

fria, fornecida por uma câmara fria, foram mantidas constantes, pelo fato do 

equipamento não poder ser alterado em sua estrutura. Não foram avaliados os 

fluxos de material introduzido no bico atomizador em função da precariedade do 

protótipo utilizado. 

 Um produto teste (70 I: 30 OSTH) com as variáveis citadas, em diferentes 

experimentos foi submetido ao processo de encapsulação apenas após 

visualização sob microscópio sobre formação ou não de uma cápsula. 
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3.2.5. Processo de produção de micropartículas lipídicas (MpL) 

 Para a obtenção de micropartículas por spray chilling, foram utilizados como 

agente encapsulante matrizes lipídicas compostas por lipídios interesterificados 

sem isômeros trans com óleo de soja totalmente hidrogenado na relação de 

70:30% m/m respectivamente, e como substância ativa a ser encapsulada α-

tocoferol nas concentrações de 5 a 25 g/100 g.  As matrizes lipídicas foram 

fundidas e mantidas em banho à temperatura de 65 °C . O α-tocoferol 

(concentração diferenciada) foi adicionado seguido de homogeneização em Ultra-

Turrax (rotação conforme planejamento) por 5 min. As micropartículas lipídicas 

sofreram pulverização em atomizador duplo fluido (diâmetro de nozzle de 0,7 mm) 

aquecido também a 65 °C e pressão de ar de 0,25 Mpa , com a atomização 

efetuada dentro de uma câmara resfriada (Ultratorac, LKB – Bromma, Germany) a 

10 °C conforme  esquema de equipamento apresentada na Figura 1.  

 

Figura 1.  Foto da montagem do equipamento ”Spray Chilling” para a produção de 

   micropartículas ipídicas. 
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3.2.6  Planejamento experimental 

 Para o estudo da produção de micropartículas lipídicas contendo tocoferóis 

foi realizado um delineamento composto central rotacional (DCCR) 22 + 4 pontos 

axiais + 3 repetições no ponto central. A Tabela 2 apresenta os valores utilizados 

no planejamento para as variáveis independentes: velocidade de homogeneização 

e proporção lipídio: recheio a Tabela 3 apresenta a matriz do planejamento. Para a 

análise do planejamento completo foi utilizado o programa STATISTICA 9.0 

(Experimental Design: Central Composite Design). 

Tabela 2. Variáveis independentes pré-estabelecidas para otimização da 

 eficiência da microencapsulação de α-tocoferol. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Variáveis -α -1 0 +1 +α 

 Recheio (%) 5 10 15 20 25 

Velocidade de homogeneização (rpm) 3,000 5,000 7,000 9,000 11,000 
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Tabela 3 Modelo experimental com valores reais e codificados para eficiência da 

microencapsulação de α-tocoferol. 

R - Recheio  (%) ;  H –velocidade de homogeneização no ultra-turrax (rpm/5min). 

3.2.7 Determinação de Tocoferol 

3.2.7.1. Metodologia 

 

 A separação, identificação e quantificação de tocoferóis, presente nas 

micropartículas obtidas por spray chilling, foi realizada por meio da cromatografia 

líquida de alta eficiência (CLAE), conforme o método AOCS Ce 8-89 (2004). O 

procedimento do método é descrito para a determinação de tocoferóis em 

amostras por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE); partindo-se do 

 
Real Codificados 

Ensaios 
R (%) H (rpm) X1 X2 

1 10 5000 -1 -1 

2 20 5000 +1 -1 

3 10 9000 -1 +1 

4 20 9000 +1 +1 

5 5 7000 - 2 0 

6 25 7000 + 2 0 

7 15 3000 0 - 2 

8 15 11000 0 + 2 

9 15 7000 0 0 

10 15 7000 0 0 

11 15 7000 0 0 
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princípio de que o óleo, ou a gordura, foi dissolvido em um solvente orgânico e 

submetido à separação dos tocoferóis em coluna de fase normal. A concentração 

em tocoferóis contidos na amostra foi expressa em mg/100g de amostra 

microencapsulada.  

 Para a extração do α-tocoferol foram tomadas 0,05 g de micropartículas, 

que transferiu-se para um valão volumétrico de 50 mL e completou-se o volume 

com hexano e colocado em ultrasom por dez (10) minutos para completa 

dissolução. Um mL da solução foi pipetada e transferida para um balão 

volumétrico de 10 mL e completado com hexano. As amostras diluídas foram 

injetadas no cromatografo líquida de alta eficiência (CLAE) e logo quantificadas. 

Para realização das análises cromatográficas o solvente orgânico hexano 

utilizado na diluição dos ensaios e os utilizados como fase móvel na separação 

cromatográfica: hexano, isopropanol possuíam grau cromatográfico CLAE. Todos 

os componentes da fase móvel foram devidamente filtrados para remover 

partículas maiores do que 0,45�m e degaseificados utilizando banho ultrassônico, 

vácuo e agitação simultaneamente. 

A realização da filtração para eliminação de partículas maiores do que 0,45 

�m devem ser efetuadas para evitar possíveis entupimentos nas tubulações do 

equipamento cromatográfico, que possuem diâmetro de 2,0 �m. A filtração 

também permite a retirada de gases dissolvidos nos solventes para a obtenção de 

uma linha de base estável e evita a variação nos tempos de retenção das 

substâncias. Ao realizar a filtração da fase móvel, também é necessário observar 

a compatibilidade química das membranas. Foram utilizadas membranas 

SARTORIUS de 0,45 µm de diâmetro.   

3.2.7.2.    Equipamento e condições operacionais 

As análises de tocoferóis foram conduzidas utilizando o cromatógrafo 

líquido de alta eficiência (CLAE), marca Perkin-Elmer 250, tendo-se como detector 
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de fluorescência Perkin Elmer, series 200 a em condição isocrática. As 

separações foram conduzidas utilizando-se uma coluna Hibar RT 250 x 4,0 mm, 

series 200 Li Chromosorb Si 60, 5 um e fase móvel de hexano:isopropanol (99:1, 

v:v), caracterizando uma cromatografia de fase normal. A detecção dos tocoferóis 

foi realizada por fluorescência utilizando λ de excitação igual a 290 nm e λ de 

emissão de 330 nm. As injeções foram realizadas com um loop de 20 �L e o fluxo 

de fase móvel foi de 1mL/min à temperatura ambiente. O processamento dos 

dados foi realizado através do Peak Simple Chromatography Software. 

 3.2.7.3.  Identificação e Quantificação 

O Padrão de α-Tocopherol (Cat 613424 – Celbiochem), com pureza de 

95%, foi diluído em hexano e injetado no cromatógrafo para determinação do 

tempo de retenção. Por comparação dos tempos de retenção dos picos presentes 

na amostra em análise com o tempo de retenção obtido com o padrão, o tocoferol 

presente na amostra foi identificado. Soluções com concentrações de tocoferóis 

entre 2,0250 e 17,0079 �g/mL foram preparadas para construção de curvas de 

calibração utilizadas na quantificação dos tocoferóis. Cada ponto da curva de 

calibração corresponde à média de cinco injeções. Para permitir as análises 

destes ensaios por CLAE, estas foram diluídas em hexano. A concentração das 

soluções variou em função da concentração de α- tocoferol presente em cada 

amostra, de forma que a concentração destas substâncias não ultrapassasse a 

escala de detecção.  

O cromatograma obtido foi integrado através do sistema automático Peak 

Simple, para fornecer a área de cada pico presente. O valor da área foi interpolado 

na curva de calibração e forneceu um valor de concentração. Como a amostra foi 

diluída, o valor de concentração obtido deve ser corrigido, dividindo-o pela 

concentração da solução, a fim de indicar a concentração no material original. Os 

resultados foram avaliados em termos da quantidade total de tocoferol. O cálculo 

da concentração de tocoferol realizou-se utilizando a Equação 1. 
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3.2.8. Determinação da Eficiência de Encapsulação ( % EE ) 

A eficiência de encapsulação para as micropartículas produzidas em cada 

ensaio do planejamento experimental foi calculada como a quantidade de tocoferol 

presente nas micropartículas, em relação ao tocoferol inicialmente utilizado na 

produção das mesmas. O cálculo foi determinado como se segue:  

 

 

                 ( ) 100% ×=
utilizadoinicialTocoferol

doquantificaTocoferol
EE                               (2) 

3.2.9. Morfologia das micropartículas lipídicas (MpL) 

Para observação da morfologia e distribuição por microscopia eletrônica de 

varredura, os produtos encapsulados foram fixados em stubs de alumínio com 

uma fita de cobre dupla face e cobertas com uma fina camada de ouro em sputter 

Balzers SCD50 (Baltec, Liechtensten) com corrente de 40 mÅ por 75 segundos. 

As imagens foram captadas por microscópio eletrônico de varredura Jeol JMS-

T300 (Tokyo, Japan), com aceleração de voltagem de 10 kV e aumentos de 300x 

e 2500x. Este equipamento está disponível na Faculdade de Engenharia Química 

da Unicamp–Laboratório Recursos Analíticos e de Calibração (LRAC). 

.  
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3.2.10. Distribuição de tamanho e diâmetro médio das micropartículas 

 lipídicas (MpL) 

As micropartículas foram avaliadas quanto ao tamanho médio e a 

distribuição de tamanho por difração de luz laser usando um Analisador 

Mastersizer (MAM 5005, Malvern, Germany) com unidade de dispersão Sample 

Suspension Unit. Para a análise as micropartículas foram colocadas em 400 mL 

de água e 3mL de tween, deixando estabilizar por 2 minutos. Após este tempo o 

ensaio foi submetido a  Ultrassom deixando o mesmo estabilizando o ensaio por 

10 minutos. Este equipamento está disponível na Faculdade de Engenharia 

Química da Unicamp – Laboratório Recursos Analíticos e de Calibração (LRAC). 

 

3.2.11. Estudo da Estabilidade das micropartículas lipídicas (MpL) 

 Para o estudo da estabilidade das micropartículas lipídicas contendo 

tocoferóis foram produzidos quatro ensaios (Tabela 4) seguindo a mesma 

metodologia descrita em 3.2.5.   

Tabela 4. Codificação de ensaios com teores variáveis de tocoferóis como 

recheio.  

Ensaios Proporção: *Lípidio/Recheio (% m/m) 

A 90:10 

B 80:20 

C 95:5 

D 85:15 

*Lipidio: 70/30 (% m/m),  70 LI / 30 OSTH 

 Os quatro ensaios produzidos foram colocados em placas Petri (Figura 2)  e 

submetidos a estocagem por 180 dias em três diferentes temperaturas (BOD a 
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22°C escuro, temperatura ambiente 25°C±5°C e -18°C) . Os ensaios foram 

analisados por calorimetria diferencial de varredura (DSC) em corridas de fusão e 

de cristalização após a produção; foram determinadas a eficiência de 

encapsulação e análises de difração de raios-X, nos tempos de 0, 60, 120, e 180 

dias. 

                            

Figura 2. Disposição de amostras em estocagem a 22 °C escuro (BOD). 

3.2.11.1. Análise Térmica ( DSC ) 

 As curvas de cristalização e fusão de micropartículas de tocoferol em 

diferentes concentrações foram obtidas por análise calorimétrica de varredura, 

utilizando-se equipamento DSC Perkin Elmer TA7 (Germany), com módulo de 

resfriamento com refrigeração automática. 

 As análises foram conduzidas com aproximadamente 10 mg das 

micropartículas em cápsulas de alumínio herméticas em atmosfera inerte (N2), 

segundo a metodologia da American Oil Chemists’ Society, método Cj 1-94 da 

AOCS (2004). A amostra foi submetida ao seguinte programa de temperatura: 

permanência a 80°C por 10 minutos, decréscimo de 80 °C a -40°C a uma taxa de 

resfriamento de 10°C /min, manutenção a -40°C por 3 0 minutos e aquecimento de 
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-40°C a 80°C a uma taxa de aquecimento de 5°C/min. A curva de fusão foi obtida 

no segundo aquecimento (amostra homogênea). 

 Nos termogramas, a temperatura de início (onset) é aquela na qual se inicia 

o processo (de cristalização ou de fusão), a temperatura final é aquela na qual o 

processo termina, a temperatura do pico é aquela na qual o efeito é máximo, e a 

área mostra a intensidade do efeito (entalpia). 

 Os termogramas obtidos foram normalizados com base na massa dos 

ensaios. Através do software do equipamento, foram determinadas as 

temperaturas iniciais de fusão e cristalização (Onset), as temperaturas dos picos 

endotérmicos e exotérmicos (Peak), as temperaturas finais de fusão e 

cristalização (Endset), as áreas dos picos (mJ) e as entalpias de transição de 

fases (H, J.g-1). 

 A Figura 3 mostra um resultado típico da análise das propriedades térmicas 

e no termograma estão assinalados a Temperatura de Início de Fusão (°C), 

Temperatura de Pico (°C) e a Temperatura de Fusão ( °C). A Entalpia de Fusão 

(DH) foi determinada pela integração da área sob a curva selecionada a partir das 

Temperaturas de Início da Fusão (Tonset) e da Temperatura de Fusão (Tendset).  

 

Figura 3. Termograma típico obtido com o DSC, com indicação da Tonset, Tmáx e 

  Tendset, em (°C ). 
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3.2.11.2. Difração de Raio-X 

 As modificações da cristalinidade nas micropartículas lipídicas foram 

analisadas em temperatura ambiente em Difratometria de Raios-X após 180 dias 

de estocagem (a 22, 25 e -18°C). Os difratogramas f oram obtidos utilizando 

aparelho Shimadzu modelo XRD 7000 (Tokyo, Japan). Foram usadas radiação de 

cobre (α = 1,54060), voltagem de 40 kV, corrente de 30 mǺ, intervalo de medida 

em ângulo 2θ de 5 a 35 graus, com tamanho de passo de 0,02 graus, usando 

contagem de tempo de 0,03°/seg a temperatura ambien te (23°C ± 1°C). O 

aparelho foi equipado com fenda de divergência de 1 grau e fenda receptora de 

0,30 mm, de acordo com metodologia do grupo de pesquisa do Laboratório de 

Difração de Raios-X – Engenharia Química da Unicamp.  

 O Índice de Cristalinidade Relativa (Ic) foi quantitativamente estimado de 

acordo com o método proposto por Hermans & Weidinger (1948) e modificado por 

Rabek (1980), conforme a Figura 4. O Índice de Cristalinidade é definido como a 

razão entre a área da região cristalina (Ac) e a área total coberta pela curva (Ac + 

Aa), composta pela área da região cristalina (Ac) e a área da região amorfa (Aa), 

a partir da Equação (3). 

 As cristalinidades relativas dos ensaios foram calculadas, com auxílio do 

programa Microcal Origin 6.0 (Microcal Software, Inc., MA, USA), através da 

seguinte equação: 

 

                               
AaAc

Ac
Ic

+
=                                  (3) 

 

Onde: Ic = Índice de Cristalinidade Relativa, Ac = Área da região cristalina da 

curva,  Aa = Área da região amorfa da curva. 
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  Figura 4. Difratograma de Raios-X, explicativo do método de determinação de Índice 

de cristalinidade relativa. 

3.2.12. Avaliação da Resistência das micropartículas lipídicas (MpL) em 

 meio ácido 

 Com a finalidade de testar a resistência das micropartículas baixo 

condições gástricas de pH e conhecer sua viabilidade no trato instestinal foi 

realizado este estudo.    

 Micropartículas foram pesadas (100 mg) para avaliar a integridade da 

parede, adicionando-se 1 mL de solução aquosa ajustada a pH 1,2 com HCl 0,1N 

a temperatura de 37°C por 2 horas sem agitação. Apó s o tratamento, as imagens 

foram observadas em microscópio óptico (Jenaval, Carl Zeiss, Germany) com 

objetiva de 12,5x e optovar 1,0x, câmera H-1 (China), software FT EDN-2, 

Microscopy Image processing system. 

3.2.13. Avaliação da ação enzimática (Lípase pancreática) sobre as 

micropartículas lipídicas (MpL) 

 Simulando as condições intestinais, a viabilidade de absorção no trato 

intestinal foi testada frente à lipase pancreática em pH 7. De acordo com a 
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metodologia citada por (Bernejo et al., 2002 e Intawongse & Dean, 2006), com 

adaptações. Para cada ensaio foram pesadas 5,0 mg de micropartículas, 

adicionado-se 1 mL de solução de lipase pancreática (2,0 mg/mL em NaHCO3 

0,1N) com ajuste para pH 7,0 e incubada por 4 horas em banho-maria a 37°C. 

Após o tratamento as micropartículas foram observadas utilizando-se microscópio 

óptico (Jenaval, Carl Zeiss, Germany) com objetiva de 12,5x e optovar 1,0x, 

câmera H-1 (China), software FT EDN-2, Microscopy Image processing system.  

3.2.14. Avaliação da liberação do recheio  

 A porcentagem de recheio liberado foi determinada em tempos 0, 1, 2, 4, 6, 

12 e 24 horas à temperatura ambiente. Para cada ensaio foram pesados 100 mg 

de micropartículas em tubo de ensaio com tampa, e então acrescentados 20 mL 

de óleo de girassol. Os tubos foram vedados com o auxílio de fita veda roscas e 

protegidos com papel alumínio para evitar possível degradação do tocoferol. Estes 

foram colocados sob agitação em agitador rotativo de tubos Phoenix AP-22 (São 

Paulo, Brasil) e, em cada intervalo de tempo, a solução foi filtrada em lã de vidro. 

Para cada tempo foram preparadas três replicatas. O conteúdo deste filtrado foi 

quantificado por CLAE quanto ao conteúdo de tocoferol liberado (Figura 5). 
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 Figura 5. Sistema agitação na avaliação da liberação das   

    micropartículas lipídicas 

3.2.15.  Análise estatística 

 As diferenças significativas entre os valores obtidos foram avaliadas por 

análise de diferença de médias no intervalo de 95% de confiança de acordo com o 

teste de TUKEY e ANOVA, com auxílio do software Statística 5.5 for Windows 

(Statsoft Inc., 1995). 
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3.3.  RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.3.1. Caracterização da matéria prima  

Tabela 5 . Caracterização da matriz lipídica interesterificada òleo de   

  Algodão/PTH (65:35). 

S= Saturado; M= Monoinsaturado;  P/S= Relação polinsaturado / saturado 
L= linoléico; O= oléico; P= palmítico; S= esteárico. 
Fonte : Silvestre, 2008. 
 

Tabela 6.  Caracterização da matriz lipídica interesterificada Lipídio   

  interesterificado/ OSTH (70:30) 

Composição 

Ac. Graxos 

(%) 

Grupos 

predominantes 

de TAG 

(%) 

Polimorfismo 
Textura 

gf/cm
2
 

Ponto de 

fusão 

 (°C ) 

S=65,3  SSS- (43,4)        Beta      5368,2         60,8 

P= 25     

P/S= 0,38     

S= Saturado;  P/S= Relação polinsaturado / saturado 
 

Composição 

Ac. Graxos (%) 
TAG 

(%) 

Grupos de TAG 

(%) 
Textura 

gf/cm
2
 

Ponto de 

fusão 

 (°C ) 

C16:0- (29,5) POO- (13,1) UUU- (18,7) 1240,6 42 

C18:0- (19,1) PLL- (11,6) SUU- (34,5)   

C18:1- (12,7) POL- (8,2) SSU- (27,6)   

C18:2- (35,5) PPL- (14,1) SSS- (19,2)   

S= 50,1 PPS- (8,5)    

M= 13,1 PPP- (5,5)    

P= 35,6     

P/S= 0,7    
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3.3.2. Produção de micropartículas lipídicas (MpL)– Ensaios preliminares 

3.3.2.1. Determinação da proporção da matriz lipídica 

A composição entre o lipídio interesterificado e OSTH permitiu a obtenção 

de misturas com pontos de fusão variados, apresentados na Tabela 7 para as 

quatro proporções de misturas desses lipídios. Observa-se que as mistura 2 e 3 

apresentaram ponto de fusão muito próximos em torno de 60°C.  No entanto a 

mistura 3, foi escolhida por apresentar as seguientes características: 1- Otimo 

ponto de fusão com menor porcentagem de ácidos graxos saturados; 2- Boa 

estabilidade após pulverização apresentando micropartícula bem soltas, além de 

apresentar características físicas boas quanto à textura ou qual comunica uma 

resistência mecânica de parede para as microcapartículas.  

 Tabela 7. Temperatura de fusão das misturas lipídicas nas proporções  

  descritas e das matrizes puras (média ± desvio padrão) 

1  Lipidio interesterificado : 65% OA / 35% PTH;    2 Oleo de soja 100% hidrogenado 
 PF= Ponto de fusão 

 A textura de um lipídio é uma das propriedades físicas importantes das 

gorduras, pois se encontra diretamente associada às diversas aplicações. Esta 

propriedade pode ser considerada como um aspecto funcional e relevante das 

gorduras, que são misturas de cristais de gordura sólida e óleo líquido. Os cristais 

de gordura formam uma rede tridimensional, que comunica plasticidade ao 

material. Dados complementares desta fração interesterificada escolhida são 

mostradas no ANEXO.  

 Proporções (%)  

Amostra 1LI  2OSTH  P.F (°C )  

Matriz A 100 0 42.0 ± 038 

Matriz B 0 100 70.0 ± 0,22 

Mistura 1 40 60 66.8 ± 0,5 

Mistura 2 60 40 61.3 ± 0,25 

Mistura 3 70 30 60.8 ± 0,42 

Mistura 4 80 20 58.3 ± 0,25 
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3.3.2.2. Determinação das proporções entre mistura lipídica e recheio 

 Para a etapa inicial da produção de micropartículas lipídicas foi 

necessária a formação de uma solução entre a matriz lipídica e o produto ativo. As 

características desejadas para as soluções formadas foram: 1 – estabilidade visual 

da solução; 2 – viscosidade aparente que permita o escoamento e a atomização; 3 

– formação de micropartículas com maior quantidade possível de recheio. Foram 

testados recheios que contemplassem a partir da concentração máxima de 

tocoferol, uma dosagem que não ultrapassasse os valores de ingestão diária (15 

mg/dia para adultos) aceitável na porção de encapsulado.  Nesta hipótese foram 

escolhidas faixas entre 5 a 25 % de recheio nas cápsulas (5 a 25 g α-tocoferol/100 

g de produto). Os resultados preliminares mostraram que as proporções acima de 

25% de recheio produziram soluções muito viscosas dificultando o escoamento na 

atomizaçaõ e as micropartículas obtidas apresentaram muitos agregados. No caso 

das outras combinações, as soluções apresentaram uma viscosidade suficiente 

para permitir a atomização, sendo usadas no planejamento experimental, as 

proporções 95:5, 90:10, 85:15, 80:20 e 75:25. 

3.3.3. Processo de produção das micropartículas lipídicas (MpL)  

 O planejamento experimental apresentado na Tabela 3 mostra as 

condições estudadas para produção das micropartículas lipídicas. Foi bservado 

que para todos os ensaios conduzidos, conforme o planejamento experimental 

houve a formação de micropartículas lipídicas. Assim mesmo, observou-se que 

visualmente as micropartículas apresentaram-se bem dispersas com exceção do 

ensaio 6, em que as micropartículas se apresentaram mais aglomeradas 

dificultando a sua análise. Os resultados não mostraram diferenças significativas 

entre os ensaios, e partindo-se de uma concentração diferente de tocoferol em 4 

níveis foram selecionados os ensaios 1, 4, 5 e 9 para seguir no estudo de 

caracterização, estabilidade e liberação, e posteriormente ser utilizado na 
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aplicação de um sistema alimentício. Os ensaios foram identificados com as letras 

A, B, C e D, respectivamente para estudos posteriores neste trabalho. 

3.3.4. Quantificação de Tocoferóis 

3.3.4.1.  Detecção dos Tocoferóis por CLAE    

A detecção foi realizada em detector de fluorescência, pois os tocoferóis 

também são detectáveis por fluorescência e este parâmetro é muito utilizado, pois 

confere à detecção uma maior sensibilidade e especificidade. De acordo com as 

condições propostas o tempo de retenção de eluição para α- tocoferol foi de 4,916 

min.  

3.3.4.2. Determinação dos Parâmetros da Calibração 

A calibração do cromatógrafo líquido foi feita para o detector de 

fluorescência (excitação 290 nm e emisão 330 nm) e está apresentada na Tabela 

8. 

Tabela 8.  Modelo de regressão linear, obtido em CLAE, para detector de       

fluorescência (excitação 290 nm e emisão 330 nm) para α-tocoferol. 

 

Desta forma, a calibração externa realizada com o padrão de α-tocoferol 

permitiu a determinação, nas faixas de concentrações usadas, a relação linear 

entre as concentrações e a resposta do detector. A etapa seguinte foi a de 

quantificação destes compostos. Na Tabela 9 estão apresentadas as 

concentrações de tocoferol presentes nas micropartículas. Pode-se observar que 

TOCOFEROL CONCENTRAÇÃO MODELO DE REGRESSÃO R2 

Alfa 2,0250   a   17,0079 g/mL Y= 531,4483X 0,9999 
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os resultados monstraram uma alta concentração de tocoferol que foi encapsulado 

variando de 4,5 a 23,4 mg/100 g. (Valores nominais de 5,0 a 25 mg/100 g. 

 

Tabela 9.  Concentração média (mg/100g de cápsula) de tocoferol presente 

nas micropartículas. 

ENSAIOS CONCENTRAÇÃO MÉDIA 
(mg/100g de cápsula) 

C.V 

1 9672,06 0,45 

2 18310,62 0,94 

3 9579,26 1,19 

4 18311,14 1,14 

5 4483,81 0,07 

6 23365,65 1,00 

7 13609,43 0,60 

8 14813,34 0,29 

9 14895,63 0,50 

10 14085,87 4,74 

11 14041,07 0,90 

n=3 (repetições por ensaio).        C.V. = coeficiente de variação. 

3.3.5. Determinação da eficiência de encapsulação    

A Tabela 10 apresenta as porcentagens da eficiência de 

microencapsulação total determinadas nos ensaios, um dia após a produção das 

micropartículas. Estes resultados mostraram altas porcentagens de encapsulação 

(89,6 a 99,3%). Isto pode ser devido à composição da matriz lipídica utilizando o 

lipídio interesterificado e OSTH que diferem quanto ao comprimento da cadeia 

carbônica e, conseqüentemente, quando aos pesos moleculares dos ácidos 

graxos que prevalecem na sua composição. Associado a estes fatores, temos que 
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formas polimórficas das matrizes são diferentes: o lipídio interesterificado cristaliza 

na forma β prima, enquanto que OSTH cristaliza na forma β. Desta forma, estas 

diferenças fazem com que o empacotamento molecular na grade cristalina fique 

muito dificultado ou altamente imperfeito, levando à tendência de se aumentar a 

retenção do recheio, por dificultar a organização cristalina e a alteração 

polimórfica, resultando em maior espaço para a acomodação do recheio (Müller, 

Radtke & Wissing, 2002a; Müller Radtke & Wissing, 2002b; Schubert & Müller-

Goymann, 2005). Assim mesmo a solubilidade existente entre o recheio e a matriz 

lipídica é outro fator que pode ter contribuído para lograr uma alta eficiência de 

encapsulação. 

 Tabela 10.  Modelo experimental com valores reais e codificados para otimização 

da microencapsulação de α-tocoferol 

 R - Recheio  (%) ;  H –velocidade de homogeneização no ultra-turrax (rpm/5min). 

       V alores Experimentais                         X                      Y 

Ensaio Real Codificados Eficiência Concentração 

  R 
(%) 

H 
(rpm) 

X1 X2 (%) mg/100 g de cápsula 

1 10 5000 -1 -1 96,7 9672,06 

2 20 5000 +1 -1 91,5 18310,62 

3 10 9000 -1 +1 95,8 9579,26 

4 20 9000 +1 +1 91,6 18311,14 

5 5 7000 -2 0 89,6 4483,81 

6 25 7000 +2 0 93,5 23365,65 

7 15 3000 0 -2 90,7 13609,43 

8 15 11000 0 +2 98,7 14813,34 

9 15 7000 0 0 99,3 114895,63 

10 15 7000 0 0 93,9 14085,67 

11 15 7000 0 0 93,6 14041,07 
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A literatura relata que altas eficiências de encapsulação utilizando matrizes 

lipídicas na produção de micropartículas por spray chilling foram anteriormente 

obtidas.  Na encapsulação de glicose em matriz lipídica contendo ácido esteárico, 

ácido oléico e gordura vegetal hidrogenada e como tensoativo a lecitina foram 

obtidas eficiências de 78,3 a 97,8% (Leonel et al, 2010). Matrizes lipídicas 

compostas por triacilgliceróis de cadeia média encapsulando isoflavonas 

apresentaram eficiências de encapsulação variando de 57 a 70%, sendo que este 

aumento acompanhou um simultâneo aumento da proporção de lipídio em relação 

à quantidade de recheio no meio (Jeon et al, 2005). 

Em estudo, avaliando-se diferentes matrizes lipídicas e tensoativos, foram 

observadas, em todas as formulações testadas, altas eficiências de encapsulação, 

acima de 98,5% (Quintanar et al 2005). Na encapsulação de solução de glicose 

em matriz lipídica contendo gordura de leite e os tensoativos Span 60 e Glicomul, 

obtiveram-se eficiências de encapsulação variando de 80 a 90% (Magee & Olson, 

1981). Na encapsulação de recheios lipofílicos em matriz lipídica usando como 

tensoativo a lecitina de soja, em todos os recheios testados a eficiência de 

encapsulação ficou entre 85 e 95% (Zur, Schwarz & Mehnert, 1998). Na 

encapsulação de tetracaína por diferentes tipos de triacilgliceróis e lecitina ou 

poloxamer 188 como tensoativos, obtiveram-se eficiências de encapsulação de 85 

a 98%, sendo os menores valores encontrados quando foi usado o poloxamer 

188; isto foi explicado pela maior solubilidade do recheio neste tensoativo, mas 

mesmo com uma ligeira diminuição da quantidade encapsulada, todos os valores 

ficaram acima de 80% (Schwaz & Mehnert, 1999). 

Matrizes lipídicas compostas por ácido esteárico e diferentes quantidades 

de ácido oléico indicaram que a eficiência de encapsulação aumentou de 47 para 

70% quando a concentração de oléico no meio passou de 0 para 30%. Isto foi 

justificado pelo maior grau de distúrbio nos cristais lipídicos, aumentando as 

imperfeições e assim criando mais espaço para a acomodação do recheio dentro 

da matriz lipídica (Hu et al, 2005). 
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3.3.5.1.  Otimização do Processo de Microencapsulação 

Na Tabela 10 encontram-se os valores X e Y, das variáveis dependentes, 

que correspondem à eficiência e concentração da microencapsulação de α- 

tocoferol e valores reais e codificados do modelo experimental. As primeiras 4 

linhas determinam o modelo linear e são referentes ao experimento fatorial 

completo. As linhas 5 a 8 correspondem aos pontos axiais, enquanto as linhas 9 a 

11 correspondem aos pontos centrais. 

Os efeitos estimados, o coeficiente de regressão dos fatores lineares, 

quadráticos e da interação do recheio e velocidade de homogeneização para a 

eficiência pode ser observados nas Tabelas 11 e 12. Nenhum dos fatores 

apresentou significância estatística ao nível de 95% de confiança, de modo que 

não existem fatores significativos para a construção do modelo matemático. O 

coeficiente de correlação (r) representa a relação entre as respostas observadas e 

os valores previstos pelo modelo matemático. Este valor, quanto mais próximo de 

1 ou 100%, mais preditivo é o modelo (Barros, Sacarminio & Bruns, 1995). A 

eficiência apresentou um r2 = 0,3853, indicando que o modelo explica apenas 

38,50% da variação dos dados observados. Os baixos valores de r podem ser 

devidos à influência de outros pontos críticos não determinados no presente 

modelo. 

Tabela 11. Efeitos estimados para a eficiência (%).    R2= 0,3853 

Obs: *Valores que se apresentam significativos a p ≤ 0,05. 
(L) = termo linear; (Q) =termo quadrático. 

 
Efeito Erro padrão t(5) p-valor 

Lim. Conf. 

-95% 

Lim. Conf. 

+95% 

Média/Interação 95,40* 1,82* 52,18 0,000* 90,13 100,07 

(1)  Recheio     (L) -0,27 2,06 -0,13 0,901 -5,55 5,022 

Concentração   (Q) -2,00 1,62 -1,23 0,272 -6,17 2,17 

(2) Homogeneização (L) 2,53 2,05 1,23 0,273 -2,75 7,82 

Homogeneização (Q) -0,42 1,62 -0,26 0,803 -4,59 3,74 

1L x 2L 0,5 3,56 0,14 0,893 -8,66 9,66 
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Tabela 12.  Coeficiente de regressão para a eficiência (%).    R2= 0,3853 

Obs: *Valores que se apresentam significativos a p ≤ 0,05. 
(L) = termo linear; (Q) = termo quadrático 

Tabela 13.  ANOVA para a eficiência (%) da microencapsulação de tocoferol. 

Fonte de variação Soma de quadrados Graus de liberdade Quadrado médio Fcalc 

Regressão 39,9050 4 39,9050 3,14 

Resíduo 63,5087 6 12,7018  

Total 103,3164 10   

Obs: * *Valores tabelados de F a p ≤ 0,05. 
Ftab = 4,53 

 

Na otimização do processo de microencapsulação deseja-se maximizar a 

maior incorporação do produto ativo dentro da cápsula. No entanto quando 

analisados os resultados dos ensaios do delineamento experimental da 

microencapsulação de tocoferol através do programa STATISTICA para eficiência 

de encapsulação de tocoferol, nenhum dos fatores apresentou significância 

estatística ao nível de 95% de confiança, de modo que não existiram fatores 

significativos para a construção do modelo matemático. Este dado pode ser 

confirmado na análise de variância (Tabela 13) ao mesmo nível de significância 

onde através do teste F, a significância da regressão e da falta de ajuste em 

relação a 95% de confiança (p ≤ 0,05) não apresentou regressão significativa. 

 Coef. 
Regressão Erro padrão 

 
t(2) p-valor 

Média/Interação 82,387 20,972 3,9283 0,05911    

         (1) Recheio    (L) -0,999 1,436 0,6954 0,55024 

    Concentração  (Q) -0,040 0,029 -1,35660 0,30427 

(2) Homogeneização (L) 0,001 0,004 0,2833 0,80350 

      Homogeneização (Q) -0,000 0,000 -0,2914 0,79816 

1L x 2L 0,000 0,000 0,15587 0,89045 
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Os efeitos estimados, o coeficiente de regressão dos fatores lineares, 

quadráticos e da interação do recheio e velocidade de homogeneização para a 

concentração de α-tocoferol nas micropartículas lipídicas pode ser observados na 

Tabela 14.  

Ao verificar os efeitos das variáveis independentes sobre a concentração de 

α-tocoferol, observou-se que apenas o recheio mostrou-se estatisticamente 

significativo ao nível de 95% de confiança. 

Tabela 14.  Efeitos estimados para a concentração de α-tocoferol.  R2= 0,99505 

Obs: *Valores que se apresentam significativos a p ≤ 0,05. 
(L) = termo linear; (Q) =termo quadrático. 

 Na ANOVA (Tabela 15), o Fcalculado da regressão (1003,36) foi muito 

significativo com relação ao Ftabelado (4,53) e a porcentagem da variação explicada 

(R2) pelo modelo foi muito boa com R2=0,9950, concluindo-se que o modelo se 

ajusta bem aos dados experimentais.  

 

 

 
Efeito Erro padrão t(5) p-valor 

Lim. Conf. 

-95% 

Lim. Conf. 

+95% 

Média/Interação 14241,39 257,961 55,21 0,000* 13578,28 14904,50 

Recheio     (L) 9189,02 290,325 31,65 0,000* 8442,71 9935,32 

Recheio   (Q) -195,64 228,917 -0,85 0,432 -784,09 392,81 

Homogeneização (L) 385,92 290,325 1,32 0,241 -360,39 1132,22 

Homogeneização (Q) -52,31 228,917 -0,23 0,828 -640,77 536,14 

1L x 2L 46,65 502,858 0,09 0,929 -1245,99 1339,29 
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Tabela 15.  (ANOVA) para determinação da concentração de α-tocoferol. 

Fonte de variação Soma de quadrados Graus de liberdade Quadrado médio Fcalc** 

Regressão 253960953 4 253960953 1003,1437 

Resíduo 1264330 6 252866  

Total 255215747 10   

Obs: * *Valores tabelados de F a p ≤ 0,05. 
Ftab = 4,53 
 

3.3.6. Morfologia das micropartículas lipídicas (MpL)  

 Através da microscopia eletrônica de varredura (MEV) foi possível observar 

detalhes da morfologia e da microestrutura das micropartículas. A microscopia de 

varredura tem sido empregada na obtenção de informações relativas à forma, ao 

tamanho em alguns casos à distribuição do recheio no interior das micropartículas.  

As imagens das micropartículas obtidas por microscopia eletrônica de 

varredura (MEV) dos quatro ensaios estudados estão apresentadas na Figura 6. 

Em geral, as micropartículas apresentaram forma esférica com paredes 

rugosas mas contínuas, sem rachaduras ou furos. A rugosidade observada parece 

ser produzida pela presença de OSTH conforme observado anteriormente por 

outros autores (Rodriguez et al, 1999; Savolainen et al, 2002). Pode-se também 

observar a grande variação na distribuição de tamanhos, confirmando os 

resultados observados na determinação do tamanho médio e distribuição de 

tamanho, obtidos por difração de luz laser. 

Similarmente (Eldem, Speiser & Hincal, 1991a; Maschke et al, 2007; 

Xiaohong Lin et al, 2007; Leonel 2010; Albertini et al, 2008), empregando a 

microencapsulação por spray cooling e utilizando matrizes lipídicas como agentes 

encapsulante também observaram os mesmos resultados. 
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Ensaio A 
 
 
 
       
 
 
 
 

Ensaio B 

  
 

 
 
 
 

Ensaio C 

 
 
 

 
 

 
 
 
 

Ensaio D 

     

Figura 6. Imagens captadas por microscopia eletrônica de varredura dos 

ensaios: A (proporção-Lípidio/Recheio90/10); B (proporção-

Lípidio/Recheio 80/20); C (proporção-Lípidio/Recheio 95/5); e D 

(proporção-Lípidio/Recheio 85/15). 
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3.3.7. Distribuição de tamanho e diâmetro médio das micropartículas 

 lipídicas (MpL)       

As micropartículas foram avaliadas quanto ao tamanho médio e à 

distribuição de tamanho por difração de luz laser. Os resultados obtidos para 

diâmetro médio e distribuição do tamanho das micropartículas estão descritos na 

Tabela 16 e Figura 7.  

Na Tabela 16 observa-se que os diâmetros médios das micropárticulas 

analisadas nos quatro ensaios apresentaram valores entre 50,79 a 92,76 �m, em 

concordância com trabalhos da literatura, que citam variações entre 1 e 500 �m. 

(Fávaro-Trindade et al., 2008) e conforme pode também ser observado através da 

microscopia eletrônica (MEV), apresentada neste trabalho. Esta diferença pode  

     Tabela 16. Diâmetro médio dos ensaios (média ± desvio padrão) 

 ter sido decorrente dos altos desvios, inerentes às características do material 

obtido por pulverização em spray chilling, também possivelmente às variações de 

concentração do recheio e velocidade de homogeneização. Como se observa nos 

resultados, o tamanho médio das partículas diminuiu com o aumento da 

velocidade de homogeneização. Essa influência é citada em estudos que fazem 

associações do tamanho das micropartículas com parâmetros de produção, tais 

como: proporção entre os componentes da parede, quantidade de recheio, 

Ensaios Diametro médio (�m) 

A (90:10)           92,76     ±      62,54 

B (80:20) 50,79     ±      31,52 

C (95:5) 69,01     ±      46,63 

D (8515) 74,76     ±      50,07 
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velocidade de agitação, taxa de resfriamento e tipo de secagem (Menger et al., 

2000; Lamprecht et al., 2001; Nakagawa et al., 2004).  

 Porém, pelos histogramas, verifica-se que as distribuições de tamanho das 

micropartículas de todos os ensaios estão próximas à normal, com ampla faixa, 

compreendidas entre 0,1 a 200 µm, com aproximadamente 65% das partículas 

situadas entre 30 a 100 µm. Albertini et al (2008), relataram que a maior 

porcentagem das partículas estiveram situadas entre 75 a 150 µm  quando 

diferentes matrizes lipídicas foram produzidas Maschke et al (2007), usando matriz 

lipídica para encapsular insulina, observaram que 50% das partículas foram 

menores de 182,2 µm.   

A interpretação dos dados em forma de histograma para análise de 

distribuição de tamanhos de microcápsulas também foi utilizada por Yúfera et al. 

(1996) e Villamar e Langdon (1993)   
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Figura 7. Histograma de distribuição do tamanho dos ensaios: A (proporção-

Lípidio/Recheio90/10); B (proporção-Lípidio/Recheio 80/20); C 

(proporção-Lípidio/Recheio 95/5); e D (proporção-Lípidio/Recheio 

85/15). 
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3.3.8. Estudo da Estabilidade 

3.3.8.1. Produção de Microparticulas Lipídicas (MpL) 

 Os quatro ensaios foram submetidos a estocagem por 180 dias em três 

diferentes temperaturas (temperatura ambiente 25°C ± 5°C, 22°C escuro e -18°C). 

Estes ensaios foram analisados por calorimetria diferencial de varredura (DSC) em 

corridas de fusão e de cristalização após a produção. Determinou-se a eficiência 

de encapsulação e análises de difração de raios-X, nos tempos de 0, 60, 120, e 

180 dias. 

3.3.8.2. Determinação da eficiência de encapsulação  

 Na Tabela 17 estão apresentadas as eficiências e concentrações de 

tocoferol presentes nas micropartículas determinadas nos ensaios um dia após a 

produção. Pode-se observar que os resultados demonstraram uma alta eficiência 

de 90,0 a 95,8%, e concentração de 4,498 a 18,518 mg/100 g. A Tabela 18 

apresenta os resultados da retenção do α-tocoferol ao longo do tempo e da 

temperatura de estocagem das microparticulas lipidicas.  

Tabela 17. Valores de eficiência da microencapsulação de α-tocoferol (% ± desvio

 padrão) dos ensaios. 

n=3 (repetições por ensaio).                      C.V. = coeficiente de variação. 
 

 

ENSAIOS EFICIÊNCIA 

( % ) 

CONCENTRAÇÃO MÉDIA 

(mg/100g de capsula) 

 

C.V 

A (90:10) 95,8±2,99 9.575 3,11 

B (80:20) 92,6±3,45 18.518 6,10 

C (95:5) 90,0±3,81 4.498 4,20 

D (85:15) 95,4±1,34 14.323 1,39 
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Pode-se observar que a retenção do tocoferol foi consideravelmente alta para 

todos os sistemas estudados variando de 94,1% a 99,7 %. A retenção dos ensaios 

que foram mantidos a -18°C obtiveram maiores valore s, principalmente em relação 

os ensaios A, B e D armazenados à temperatura ambiente, embora esta diferença 

não seja significativa. 

Tabela 18. Valores de retenção e concentração média da microencapsulação do 

α- tocoferol após 180 dias de estocagen.  

 

TEMPERATURA 

(°C ) 
ENSAIOS 

RETENÇÃO 

 ( %) 

CONCENTRAÇÃO 
MÉDIA 

(mg/100g de capsula ) 

 

C.V 

A 99,0±0,42a 9500,40 0,45 

B 99,0±3,89a 18341,34 4,20 

C 98,5±7,35a 4432,34 7,16 

 

 

22 °C 

 D 99,1±3,25a 14190,97 5,04 

A 94,8±2,05a 9084,92 2,21 

B 94,1±0,283a 17416,72 0,34 

C 98,8±2,55a 4446,81 2,90 

 

 

25 °C ± 5°C 

 D 94,8±1,28a 13583,52 1,34 

A 99,4±1,41a 9516,69 0,46 

B 99,7±4,17a 18463,15 1,27 

C 99,1±6,50a 4460,70 7,32 

 

 

-18 °C 

D 99,7±0,78a 14291,20 0,80 

Valores seguidos de letras minúsculas iguais, na mesma coluna, não apresentam diferença estatística a 
p<0,05 

A _ ( proporção lipídio/recheio 90/10); B _ ( proporção lipídio/recheio 80/20); C _ ( proporção lipídio/recheio 

95/5); D _ ( proporção lipídio/recheio 85/15 ) 
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 A pouca variação observada ao longo do tempo em cada ensaio avaliado 

individualmente indica que a matriz lipídica, utilizando o lipídio interesterificado e 

OSTH, pode ter se comportado como agente de impedimento da expulsão do 

recheio ao longo do tempo e criando microestruturas para um bom alojamento da 

droga e consequentemente obter altas eficiências de encapsulação com alta 

retenção de tocoferol. Misturando lipídios quimicamente diferentes chega-se a 

maiores imperfeições no cristal criando maior espaçamento no cristal para 

acomodação de recheio (Muller and Jenning, 1999; Jenning, 1999). 

 Micropartículas lipídicas utilizadas na encapsulação de recheios lipofílicos 

indicaram que, quando foram usados apenas lipídios sólidos na matriz, a expulsão 

do recheio foi quase imediata, mas quando era incluído um lipídio líquido havia 

grande retardo da expulsão (Pietkiewicz, Sznitowska & Placzek, 2006). 

3.3.8.3. Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)   

 As propriedades térmicas de fusão e cristalização das micropartículas 

lipídicas obtidas por Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) no tempo zero, 

foram avaliadas com o objetivo de verificar possíveis diferenças em relação às 

diferentes proporções lipídio/material de recheio, produzindo diferentes 

comportamentos térmicos. 

 Os eventos térmicos que geram transições de primeira ordem apresentam 

variação de entalpia que pode ser endotérmica ou exotérmica e dão origem à 

formação de picos (Canevarolo, 2004). 

 A Tabela 19 registra para cada ensaio as temperaturas de fusão 

correspondentes aos picos registrados. Pode ser observado que os valores 

obtidos estão diretamente relacionados à proporção lipídio/recheio utilizado para a 

produção das micropartículas, pois os pontos de fusão menor e maior 

correspondem aos ensaios B e C que possuem menor e maior quantidade de 

matriz lipídica que são conformados por lipídios interesterificados e óleo de soja 
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totalmente hidrogenado (OSTH).  A Tabela 20 registra os valores da temperatura 

de cristalização correspondente aos picos registrados. Pode ser observado que os 

valores obtidos estão diretamente relacionados à proporção (lipídio/recheio), 

utilizado para a produção das micropartículas. A temperatura de cristalização do 

ensaio C (95:5) foi de -0,2°C, enquanto para o ensa io B (80:20)  foi de 4,9°C.  

Tabela 19. Parâmetros calorimétricos obtidos na curva de fusão dos ensaios  

  analisados no tempo zero 

 

Ensaio           Picos 
Temperatura 

onset 
( °C ) 

Temperatura 
de pico 
( °C ) 

Temperatura 
endset 
( °C ) 

Entalpia 
H 
Jg-1 

Padrão        1 45,22 55,2 57,6 76,32 

              2 57,97 62,7 65,24 39,86 

39,6 50,7 53,9 54,68 A            1 

              2   53,9 59,7 63,5 28,96 

32,7 48,5 49,0 37,98 B             1 

             2 55,2 58,2 62,2 24,63 

40,1 51,7 54,1 67,76 C            1 

             2 54,6 60,2 64,0 33,42 

37,7 49,4 51,3 50,15 D           1 

            2 51,3 58,8 61,8 32,50 

 

Padrão_ (proporção lipídio/recheio 100/0);  A _ (proporção lipídio/recheio 90/10); B_ ( proporção lipídio/recheio 

80/20);  C _ ( proporção lipídio/recheio 95/5);  D _ ( proporção lipídio/recheio 85/15 ) 

Assim mesmo os termogramas de fusão e de cristalização apresentaram-se muito 

semelhantes como pode ser observado nas Figuras 11 e 12.  Na curva de fusão 

(Figura 11) observam-se 4 picos, dos quais dois picos endotérmicos distintos, 

separados por um pico exotérmico que poderia ser atribuído ao polimorfismo do 

OSTH. Segundo Bailey (1950), esta propriedade é mais evidente em gorduras 
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onde predomina um tipo de triacilglicerol, tais como manteiga de cacau, sebo, óleo 

de soja e de palma hidrogenados, entre outros. 

Tabela 20. Parâmetros calorimétricos obtidos na curva de cristalização dos  

  ensaios analisados no tempo zero. 

Ensaio 
Temperatura 

onset 

( °C ) 

Temperatura 

de pico 

( °C ) 

Temperatura 

endset 

( °C ) 

Entalpia 

ΔH 

Jg
-1

 

Padrão  42,18 41,91 18 45,41 

A  37,5 35,9 3,7 60,7 

B  34,6 33,5 4,9 58,7 

C  38,4 37,0 -0,2 68,4 

D  36,3 35,0 -4,5 66,0 

Padrão_ (proporção lipídio/recheio 100/0);  A _ ( proporção lipídio/recheio 90/10); B _ ( proporção 

lipídio/recheio 80/20); C _ ( proporção lipídio/recheio 95/5); D _ ( proporção lipídio/recheio 85/15 ) 

 
 
 
  Supõe-se que o primeiro pico corresponde à fusão da forma α e o segundo, 

à forma β. O pico exotérmico existente entre os dois picos endotérmicos 

representaria a cristalização da forma instável para a forma mais estável.   

 Transições polimórficas de alguns materiais (como certas gorduras sólidas) 

geralmente ocorrem mais rapidamente em nanopartículas lipídicas do que no 

estado a granel (Schubert, Müller-Goymann 2005).  

 Lopez–Hernandez (2005) reportou também duas formas polimórficas a 

53°C e 63°C, transições α e β em OSTH. 

 No caso das curvas de cristalização (Figura12) os termogramas dos ensaios 

obtidos também são muito similares, caracterizando-se pela formação de dois 

picos um de menor magnitude que aparece próximo a 0°C, que provavelmente 
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deve-se aos triacilgliceróis do lipídio interesterificado, e outro pico maior, próximo 

a 40°C que representa a cristalização do OSTH.  

 

 
 
Figura 8. Termogramas da curva de fusão dos ensaios no tempo zero: A (proporção-

Lipídio/Recheio90/10); B (proporção-Lipídio/Recheio 80/20); C (proporção-

Lipídio/Recheio 95/5); e D (proporção-Lipídio/Recheio 85/15).  

 
 . 
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Figura 9. Termogramas da curva de cristalização dos ensaios no tempo zero: A 

(proporção-Lipídio/Recheio90/10); B (proporção-Lipídio/Recheio 80/20); C 

(proporção-Lipidío/Recheio 95/5); e D ( proporção-Lipidío/Recheio 85/15).  

 

 Figura 10.  Termogramas da curva de fusão e cristalização do padrão (proporção-

  Lipídio/Recheio100/0) 



118 
 

 Finalmente em estudo comparativo das curvas de fusão e cristalização dos 

ensaios em relação às curvas de fusão e cristalização do padrão (Figura 13), 

pode-se concluir que a presença do α-tocoferol nas micropartículas não interferiu 

nas alterações das temperaturas de fusão e de cristalização das micropartículas 

nos ensaios realizados.  

3.3.8.4. Difração de Raios X 

 Um ponto importante a ser considerado na caracterização das 

micropartículas lipídicas é a possível ocorrência de diferentes formas polimórficas. 

Formas polimórficas são fases sólidas de mesma composição química que 

diferem entre si na estrutura cristalina e devido ao seu alto grau de complexidade 

molecular, podem empacotar em várias estruturas cristalinas relativamente 

estáveis e diferentes. Estes diversos empacotamentos de cadeia, ou formas 

polimórficas, têm energias, arranjos de grade e hábitos cristalinos diferentes 

(Gunstone & Norris, 1983; Nawar, 1985).  

 As formas polimórficas dos triacilglicerídios podem ocorrer em três formas 

cristalinas, α, β´ e β, por ordem crescente de estabilidade termodinâmica (German 

& Simoneau, 1998). A reorganização polimórfica para níveis mais organizados e 

energeticamente mais favoráveis é apontada como um problema na encapsulação 

de ativos cujo material de parede é lipídico, uma vez que esta reorganização 

poderia provocar a expulsão do material de recheio devido à produção de um 

material mais cristalino durante a transição de fase polimórfica lipídica após a 

produção das micropartículas lipídicas utilizando a técnica do spray cooling 

(Jenning, Thünemann & Gohla, 2000b; Müller, Radtke & Wising, 2002a; Müller, 

Radtke & Wising, 2002b; Schubert & Müller Goymann, 2005). 

 Adicionalmente à quantificação do α-tocoferol nos ensaios avaliados 

durante 180 dias de estocagem a diferentes temperaturas, a avaliação de uma 

possível reorganização polimórfica do material lipídico utilizado como material de 

parede foi feita pela técnica da difração de raios-X. Segundo Bunges & Unruh, 
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2007, a difração por raios-X permite obter informações inequívocas em relação às 

transformações das formas polimórficas e pode também ajudar a detectar 

processos como separação de fases. 

 As Figuras 11 a 13 representam um comparativo dos difratogramas dos 

ensaios das micropartículas estocadas durante 180 dias a diferentes 

temperaturas. Pode-se observar que todos os ensaios apresentaram espectros de 

difrações semelhantes. Os resultados constataram a presença de três picos 

principais detectados nos seguintes ângulos 2θ = 19,3° d = 4,6Å,  2 θ= 22,8° d = 

3,8Å e  2θ = 23,1° d = 3,7Å, pela literatura parecem estar as sociados à forma 

polimórfica β, característica de muitos triacilgliceróis e ácidos graxos (Jenning, 

Sschäfer-Korting &  Gohla, 2000a).    

 Attama et al. (2007) desenvolveram nanocápsulas utilizando misturas 

lipídicas. Os autores identificaram por meio de difração de raios-X diferentes 

formas polimórficas nos seguintes ângulos 19,3°, 6, 0°, 23,1° e 19,7°.  

 Shenk & Peschar, (2004), Shenk et al., (2006), Keller et al., (1996), 

constataram por meio de difração de raios-X em estudos com lipídios a presença 

de um pico principal em torno de 19,5º concluindo que aquele comportamento era 

correspondente à forma cristalina β.  

 Com o objetivo de complementar a interpretação das análises de difração 

de raios-X, foi realizado o cálculo da Cristalinidade Relativa (Cr) nos ensaios 

avaliados. O cálculo da cristalinidade relativa é realizado com determinada 

freqüência no estudo da cristalinidade de filmes poliméricos e até o momento, não 

foi detectado em literatura técnica o cálculo da Cr para sistemas gordurosos. De 

acordo com Van Soest e Vliegenthart (1997), a cristalinidade em um biopolímero 

semi-cristalino, como por exemplo o amido, pode ser definido como a razão entre 

a massa de cristais dominante pela massa total de material. Esse mesmo princípio 

foi aplicado para o cálculo da cristalinidade relativa das micropartículas lipídicas. 
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 Para o cálculo da cristalinidade relativa dos ensaios das micropartículas 

lipídicas, utilizaram-se os resultados obtidos na difração de raios-X. Nesse caso, a 

área dos picos detectados nos difratogramas foi dividida pela área total registrada 

sob a curva. Para esse cálculo, utilizou-se o programa Microcal Origin 6.0. Os 

valores estão apresentados nas Tabelas 21 a 23. 

Tabela 21. Graus de cristalinidade (%) dos ensaios avaliados durante 180 dias à 

  temperatura de 22°C  (média ± desvio padrão). 

Ensaios 
Tempo (dias) A B C D 

0 22,2 ± 2,2 23,1 ± 3,2 28,3 ± 2,7 23,7 ± 0,7 

60 24,5 ± 2,0 24,1 ± 5,1  28,8 ± 4,9    24,6 ± 1,9 

120 28,6 ± 0,87  24,0 ± 5,2 26,8 ± 1,4 26,2 ± 1,3 

180 24,7 ± 2,3 21,4 ± 3,1 27,4 ± 2,6 26,5 ± 3,5 

A_ (proporção lipídio/recheio 90/10); B_ (proporção lipídio/recheio 80/20); C_ (proporção 

lipídio/recheio 95/5); D_ (proporção lipídio/recheio 85/15). 

n=3 (repetições por ensaio) 

Tabela 22. Graus de cristalinidade (%) dos ensaios avaliados durante 180 dias a 

temperatura ambiente C (média ± desvio padrão).. 

A_( proporção lipídio/recheio 90/10); B_( proporção lipídio/recheio 80/20); C_( proporção 

lipídio/recheio 95/5); D_( proporção lipídio/recheio 85/15 ). 

n=3 (repetições por ensaio) 
 
 Em padrões de difração de raios-X, a cristalinidade da amostra é 

caracterizada pela forma, intensidade/altura dos picos, onde picos mais estreitos e 

                         Ensaios 

Tempo (dias) A B C D 

0 22,2 ± 2,2 23,1 ± 3,2 28,3 ± 2,7 23,7 ± 0,7 

60 29,4 ± 6,2 28,3 ± 1,0 26,1 ± 2,0 23,6 ± 3,4 

120 29,2 ± 1,2 24,3 ± 2,1 27,0 ± 4,2 24,5 ± 1,7 

180 26,7 ± 3,6 21,6 ± 1,0 24,8 ± 2,5 20,4 ± 0,6 
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mais intensos indicam maior cristalinidade enquanto picos mais largos e pequenos 

são indicativos de regiões mais amorfas (Alves & Santana, 2004). 

 Os resultados indicaram que as porcentagens de cristalinidade das 

formulações obtidas ao longo do tempo foram relativamente baixos, inferiores a 

30%, sem diferença significativa com relação ao tempo de estocagem e muito 

próximos entre os ensaios. Estes resultados eram esperados, considerando que a 

mistura lipídica (Lipídios interesterificados 70% e de óleo de soja totalmente 

hidrogenado 30%) foi a mesma para todos os ensaios, que diferiram apenas na 

proporção matriz/material de recheio. A baixa cristalinidade observada para as 

formulações parece ter sido provocada pela presença de estrutura amorfa que são 

lipídios sólidos, porém não cristalinos que consequentemente contribuem para 

aumentar a retenção do material de recheio dentro da matriz. Embora não existam 

dados quantitativos na literatura, os benefícios da estrutura amorfa sobre a 

eficiência de produtos são bem conhecidos (Alves & Santana, 2004). 

Tabela 23.  Graus de cristalinidade (%) dos ensaios avaliados durante 180 dias à 

temperatura de -18°C  (média ± desvio padrão). 

Ensaios 

Tempo (dias) A B C D 

0 22,2 ± 2,2 23,1 ± 3,2 28,3 ± 2,7 23,7 ± 0,7 

180 20,5 ± 1,3 21,0 ± 2,2 23,7 ± 1,8 21,8 ± 0,8 

A _ (proporção lipídio/recheio 90/10); B _ (proporção lipídio/recheio 80/20); C _ (proporção 

lipídio/recheio 95/5); D _ proporção lipídio/recheio 85/15) 

n=3 (repetições por ensaio) 
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Figura 11.   Curva de difração de raios-X dos ensaios: A (proporção-Lipídio/Recheio       

  90/10); B (proporção-Lipídio/Recheio 80/20); C (proporção-Lipídio/Recheio 

  95/5); e D (proporção-Lipídio/Recheio 85/15). Temperatura: 22°C; tempos: 

  0, 60, 120 e 180 dias. 
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Figura 12.    Curva de difração de raios-X dos ensaios: A (proporção-Lipídio/Recheio       

  90/10); B (proporção-Lipídio/Recheio 80/20); C (proporção-Lipídio/Recheio 

  95/5); e D ( proporção-Lipídio/Recheio 85/15). Temperatura ambiente: 25°C 

  ±5; tempos: 0, 60, 120 e 180 dias. 
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Figura 13.   Curva de difração de raios-X dos ensaios: A (proporção-Lipídio/Recheio       

  90/10); B (proporção-Lipídio/Recheio 80/20); C (proporção-Lipídio/Recheio 

  95/5); e D (proporção-Lipídio/Recheio 85/15).Temperatura: -18°C; tempos: 

  0  e 180 dias. 
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3.3.9. Avaliação da resistência das micropartículas em meio ácido 

 Micropartículas obtidas por “spray chilling” apresentam algumas vantagens 

em relação a outros processos de obtenção de micropartículas. A principal é a alta 

capacidade de encapsulação apresentada por este tipo de processo. Porém, 

micropartículas ideais para o sistema de liberação de nutrientes devem proteger o 

material do núcleo, sem destruição sob ação de ácido forte, o que significa que o 

material de revestimento deve ser resistente ao meio ácido. Uma vez que a 

micropartícula chega ao instestino delgado, esta deve inicialmente liberar o 

material do núcleo rapidamente e manter a taxa de liberação, de tal modo que 

haja um equilíbrio entre a taxa de absorção e liberação Yoo et al (2006).  Desta 

forma, o objetivo deste estudo foi testar a resistência das micropartículas lipídicas 

simulando o meio ácido (pH-1,2) do estômago do ser humano. 

 A Figura 14 mostra as micrografias óticas das micropartículas lipídicas após 

o tratamento de duas horas em solução aquosa a pH 1,2. Pode-se observar que 

as micropartículas dos ensaios (A, B, C e D) não sofreram nenhuma alteração em 

sua estrutura morfológica, permanecendo resistente ao meio ácido o que significa 

que os materiais lipídicos utilizados como revestimento das micropartículas podem 

ter bom desempenho no transporte de produtos ativos dentro do sistema gástrico.   
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pH =  1,2     

 

Ensaio A 

 
Ensaio B 

 

Ensaio C 

  
Ensaio D 

 

Figura 14 - Imagens dos ensaios após 2h de incubação em solução aquosa pH- 

1,2 obtidas por microscopia ótica, para ensaio A _ (proporção lipídio/recheio 

90/10); B _ (proporção lipídio/recheio 80/20); C _ (proporção lipídio/recheio 95/5); 

D _ (proporção lipídio/recheio 85/15 ) 

3.3.10.  Avaliação da ação enzimática sobre as micropartículas lipídicas 

 (MpL) por microscopia ótica 

 Para verificar o comportamento digestivo dos nutrientes frente às barreiras 

do trato gastrintestinal, são necessários alguns testes, para os quais se pode 

empregar metodologias in  vivo e in  vitro. Segundo Charteris et al (1998) as 

metodologias in vitro representam uma importante forma de caracterização dessa 
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capacidade, pois, além de garantir resultados confiáveis, são executadas com 

maior facilidade que os estudos in vivo. 

 Em nosso estudo verificou-se a viabilidade das micropartículas no trato 

intestinal diante da simulação das condições intestinais, utilizando solução de 

lipase pancreatica suína (SIGMA) com pH ajustado para 7,0.  

  Os resultados mostraram (Figura 15) através da microscopia ótica, que, 

no transcurso de quatro horas de atividade enzimática, todas as micropartículas 

dos ensaios (A, B, C e D) foram gradualmente destruídas ou hidrolisadas e 

consequentemente o produto ativo será absorvida no trato intestinal. Estes 

resultados eram esperados devido à especifidade catalítica das lipases sobre os 

lipídios. É conhecido que as lipases são enzimas que clivam hidroliticamente um 

ânion de ácido graxo de um acilglicerol, ou seja, são responsáveis pela quebra e 

absorção de gorduras nos intestinos. 

 A especificidade da lipase pancreática de suínos pelo grupo terminal dos 

ácidos graxos dos triacilgliceróis tem sido mostrada por diversos autores 

(Schoenheyder & Volquartz, 1954; Savary & Desnuelle, 1956, citados por 

Freeman 1985).  A literatura apresenta diversos trabalhos voltados à hidrólise 

de lipídios provenientes de diferentes matérias primas (Balcão e Malcata, Linfield 

et al., Linfield et al., Park et al, Wang et al., Bilyk et al, Ghosh e Bhattacharyya). 
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Figura 15. Imagens das micropartículas lipídicas durante 4h de incubação em 

solução de lípase pancreática (2,0 mg/mL), obtidas por microscopia ótica, para 

ensaio A _ (proporção lipídio/recheio 90/10); B _ (proporção lipídio/recheio 80/20); 

C _ (proporção lipídio/recheio 95/5); D _ (proporção lipídio/recheio 85/15 ). 

Tempo  Ensaio A 
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. 3.3.11. Avaliação da liberação do recheio 

 As propriedades físicas e químicas tanto do recheio quanto do material de 

parede, assim como a técnica usada na produção das micropartículas afetam 

diretamente a liberação do recheio no meio (Jackson & Lee, 1991; Dziezak, 1993). 

No que diz respeito à matriz, densidade, cristalinidade, orientação, solubilidade, 

pré-tratamentos, nível de plasticidade e cross-linking são algumas propriedades 

diretamente ligadas ao perfil de liberação (Shahidi & Han, 1993). 

 Os perfis de liberação ao longo do tempo do α-tocoferol contido em 

micropartículas lipídicas são apresentados na Tabela 24 e Figura 16. 

Tabela 24. Porcentagem de α-tocoferol liberado ao longo do tempo das  

  micropartículas lipídicas, em óleo de girassol (média ± desvio  

  padrão). 

A _ (proporção lipídio/recheio 90/10); B _ ( proporção lipídio/recheio 80/20); C _ ( 

proporção lipídio/recheio 95/5); D _ ( proporção lipídio/recheio 85/15 ). 

 Na Tabela 24 observa-se que os valores de liberação do tocoferol das 

micropartículas lipídicas contendo α-tocoferol nos ensaios (A, B, C e D) 

apresentaram no geral valores acima de 60% de liberação do produto ativo no 

transcurso de 2 horas. Porém a liberação se prolongou por 24 horas até sua 

                                       Liberação     (%) 

Tempo (h)  Ensaios   

 A B C D 

1  40,0 ± 2,53 35,6 ± 0,37 39,7 ± 0,68 27,3 ± 1,98 

2  73,8 ± 0,94 65,9 ± 2,58 76,5 ± 0,72 62,0 ± 3,44 

4  77,3 ± 0,43 70,8 ± 0,79 83,4 ± 1,38 68,6 ± 4,78 

6  78,4 ± 3,21 72,9 ± 1,92 86,3 ± 0,22 75.5 ± 2,57 

12 85,6 ± 1,34 74,3 ± 3,11 87,6 ± 2,83 81,2 ± 0,67 

24 87,5 ± 3,36 75,6 ± 2,45 89,5 ± 2,10 83,0 ± 2,81 
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estabilização. Assim mesmo observou-se que as micropartículas lipidícas 

apresentaram liberação controlada com perfis similares (Figura 16) com liberação 

máxima do produto ativo na faixa de 75,6 a 89,5%. Não foi observado efeito burst 

para nenhum ensaio. Uma possível explicação para estes resultados é atribuída à 

existência de solubilidade entre os materiais da microcapsula e o óleo de girassol 

utilizado como meio de liberação.  

 

 

Figura 16. Curvas de liberação do α-tocoferol das microcapsulas lipidicas em 

função do tempo. A (proporção-Lipídio/Recheio 90/10); B (proporção-

Lipídio/Recheio 80/20); C (proporção-Lipídio/Recheio 95/5); e D 

(proporção-Lipídio/Recheio 85/15).  

 

 Um estudo feito por Jenning et al (2000a), testando nanopartículas lipídicas 

compostas de uma mistura de mono-, di- e triacilgliceróis de ácido behênico na 

encapsulação de vitamina A, encontrou que nas primeiras seis horas a liberação 

foi constante e modulada, mas após houve um aumento considerável e imediato. 
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Foi proposto que a mudança na conformação dos lipídios para uma forma mais 

estável alterou (diminuiu) os espaços onde o recheio estava alocado, acarretando 

a sua expulsão rápida e imediata. Ainda neste estudo, comparando-se a liberação 

da vitamina A em meio aquoso e lipídico, os autores encontraram que, no primeiro 

meio, a liberação do recheio foi constante e modulada nas primeiras 24 horas, 

mas depois foi consideravelmente aumentada, devido, como dito anteriormente, 

às alterações polimórficas dos lipídios. Quando foi testada em meio lipídico a 

liberação foi rápida e imediata, por causa da solubilidade do recheio neste meio. 

Todos estes resultados foram confirmados por análises de difração de raios-X e 

medidas de DSC. 

 No estudo de partículas de cera de carnaúba ou ácido esteárico contendo 

dois tipos de recheios, um hidrofílico e outro hidrofóbico, observou-se que o perfil 

de liberação sofreu influência tanto da natureza da matriz lipídica quanto da 

característica de polaridade do recheio. Comparando-se a liberação do mesmo 

recheio nas duas matrizes, um aumento significativo ocorreu na matriz de ácido 

esteárico em relação à de cera de carnaúba, independente da natureza do 

recheio, sendo este comportamento atribuído às diferentes hidrofobicidades das 

duas matrizes lipídicas utilizadas. Em relação aos dois recheios testados, tanto na 

matriz de cera de carnaúba quanto na de ácido esteárico, a liberação do recheio 

hidrofílico foi maior do que a do recheio hidrofóbico, em decorrência de suas 

diferentes solubilidades em água (Rodriguez et al, 1999). 

 Avaliando partículas com matrizes lipídicas compostas por ácido esteárico e 

diferentes quantidades de ácido oléico na encapsulação de clobetasol, um recheio 

hidrofóbico, foi observado um perfil de liberação bifásico (efeito “burst” com 

posterior liberação a razão constante) em todas as formulações estudadas, sendo 

que a liberação se tornou mais rápida devido à inclusão do ácido oléico na matriz, 

aumentando com o aumento da quantidade do óleo na partícula. A liberação foi 

justificada pela possível presença do ácido oléico na superfície externa da matriz, 

formando pequenos aglomerados contendo o recheio, o qual foi liberado mais 

rapidamente. Os autores também justificaram o aumento da liberação conforme a 
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quantidade de ácido oléico era aumentada na formulação devido à diminuição do 

tamanho médio das partículas, aumentando assim a área superficial e 

conseqüentemente permitindo a maior liberação do recheio (HU et al, 2005). 

  Outro estudo avaliou a encapsulação de solução de glicose em duas 

diferentes matrizes lipídicas: ácido esteárico/ácido oléico e ácido esteárico/ácido 

láurico; observando que a primeira matriz foi mais eficiente na retenção do recheio 

do que a segunda, independente da concentração de glicose, da proporção 

lipídio/solução de glicose e da quantidade de tensoativo presente no meio; neste 

estudo foi encontrado um valor de T50 (tempo necessário para a liberação de 50% 

de recheio), 4,3 vezes maior na mistura esteárico/oléico em relação ao uso da 

mistura esteárico/láurico na produção das micropartículas. Estes resultados 

indicaram que a mistura contendo um ácido graxo em estado líquido nas 

condições de temperatura dos experimentos contribuiu para formar uma partícula 

mais estável frente a variações na concentração de tensoativo ou quando 

diferentes proporções entre mistura lipídica e solução de glicose foram utilizadas 

(Chambi et al, 2008). 

 Guo et al (2005) estudaram a liberação de aspirina encapsulada em óleo de 

soja hidrogenado como matriz lipídica, na relação de 1:5 em diferentes tamanhos 

de micropartículas. O objetivo do estudo foi investigar o tamanho das 

micropartículas com relação à liberação do recheio e o seu mecanismo. Foram 

produzidas micropartículas com alta eficiência de encapsulação. Os tamanhos de 

partículas variaram de 90 a 355 �m. A liberação foi realizada em pH 1,2 e pH 6,8 

em água. Foi concluído, que quanto maior o tamanho de partícula menor a 

liberação do recheio. Obteve-se um modelo de primeira ordem ou Higuchi para 

partículas menores e de ordem zero para maiores. 

. 
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3.4. CONCLUSÕES 

 A produção de microparticulas lipídicas contendo α-tocoferol foi possível em 

matrizes lipídicas utilizando atomização a frio (spray chilling) com bons resultados 

quanto à eficiência de encapsulação, variando na faixa de 89,6 a 99,3%. O 

diâmetro médio das micropartículas situou-se entre 50,8 e 92,8 �m e as 

micropartículas apresentaram forma esférica, com paredes contínuas, porém 

rugosas, decorrente da utilização do ácido esteárico totalmente hidrogenado. 

 O estudo de estabilidade os difratogramas, obtidos por difração de raios-X, 

foram muito semelhantes entre os ensaios e praticamente constantes durante a 

estocagem, corroborando que não houve mudanças polimórficas. Este resultado 

mostra que a matriz lipídica utilizando o lipídio interesterificado e OSTH, podem ter 

funcionado como agentes de impedimento da expulsão do recheio ao longo do 

tempo e criando microestruturas para um bom alojamento da droga. Os 

termogramas, obtidos por DSC, em tempo zero, não apresentaram diferenças 

entre as amostras.  

 As curvas de liberação não apresentaram liberação inicial alta indicando a 

ausência de efeito “burst” e distribuição homogênea do material de recheio por 

toda a extensão da partícula. 

 De forma geral, as partículas lipídicas estudadas neste trabalho 

apresentaram bons resultados quanto à eficiência de encapsulação e boa 

capacidade de controle da liberação do composto ativo utilizado como recheio, 

mostrando-se potenciais para o uso futuro na indústria de alimentos. 
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CAPITULO  4 

APLICAÇÃO DE MICROPARTÍCULAS DE TOCOFEROIS EM SISTEMA 

ALIMENTÍCIO 

RESUMO 

O consumo de alimentos enriquecidos com produtos ativos continua em constante 

crescimento devido à sua conveniência e associação com alimentos saudáveis. 

Desta forma, o enriquecimento desse tipo de produto em alimentos tem sido vista 

pela indústria como uma forma de surpreender o consumidor e ganhar mercado. 

No entanto, alimentos enriquecidos com produtos ativos encapsulados podem 

apresentar alterações sensoriais, principalmente de aparência, aroma e sabor. 

Para perceber essas alterações, emprega-se a avaliação sensorial. Assim, o 

objetivo deste trabalho foi realizar um teste de aceitação em relação a um conjunto 

de atributos: aparência, aroma, sabor e impressão global, no qual cinqüenta e seis 

consumidores avaliaram quatro amostras de iogurte comercial enriquecido com 

micropartículas de α-tocoferol e uma amostra padrão sem adição de 

micropartículas de α-tocoferol. Optou-se por colocar neste produto 60% da 

ingestão diária recomendada - IDR (6 mg tocoferol/100 ml produto) partindo-se de 

quatro diferentes concentrações de micropartículas, todas adicionadas após a 

formulação pronta. Para a realização desse teste utilizou-se uma escala hedônica 

de nove pontos e as diferenças significativas entre os valores obtidos foram 

avaliadas por análise de diferença de médias no intervalo de 95% de confiança. 

Os atributos avaliados nas amostras mostraram nenhuma diferença significativa 

(p<0,05) em comparação ao padrão. Quanto à intenção de compra do produto, 

mais de 55% dos consumidores responderam que “provavelmente compraria” e 

“certamente compraria” o iogurte enriquecido com α-tocoferol. Concluí-se que a 

utilização de micropartículas lipídicas contendo α-tocoferol na formulação de 

iogurte é que pela boa aceitação do produto e disposição de compra pelo 

consumido, pode-se recorrer a uso de micropartículas mais concentradas para 

esta finalidade. 
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PALAVRAS-CHAVE: Iogurte; aceitabilidade sensorial; vitamina E, micropartículas.  
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4.1. INTRODUÇÃO 

 Importantes transformações demográficas, econômicas, sociais e 

tecnológicas ocorridas nas últimas décadas propiciaram mudanças significativas 

no padrão de morbimortalidade nas sociedades modernas. O aumento da 

expectativa de vida, a redução de mortes por doenças infectoparasitárias e o 

aumento da mortalidade por doenças crônicas não transmissíveis tornaram 

complexo o quadro de saúde das populações. Neste contexto, mudanças nos 

indicadores nutricionais também foram observadas (Ferreira; Magalhães, 2005). 

 As tendências de transição nutricional decorrentes da urbanização e 

industrialização ocorridas neste século direcionam a população para uma dieta 

mais ocidentalizada, com especial destaque para o aumento da densidade 

energética, maior consumo de carnes, leite e derivados ricos em gorduras, e 

redução do consumo de frutas, cereais, verduras e legumes, a qual, aliada à 

diminuição progressiva da atividade física, converge para o aumento no número 

de casos de obesidade e doenças associadas, problemas em constante ascensão 

no Brasil e no mundo (Mariath et al., 2007). 

 Observando este cenário, há uma tendência mundial que aponta para a 

necessidade de que os alimentos não sejam somente vistos como uma fonte de 

nutrientes com apelo sensorial, mas também como fonte de bem-estar e de saúde 

para os indivíduos. Esta mudança de perspectiva requer, indiscutivelmente, 

mudanças de paradigma no desenvolvimento de novos produtos, aplicando-se os 

métodos tradicionais, mas também se observando a necessidade do controle da 

bioacessibilidade de determinados componentes dos alimentos. Esta abordagem 

se torna cada vez mais relevante, conforme se estabelecem as relações entre 

genética, alimentação e saúde (Sanguansri e Augustin, 2006), e a 

microencapsulação é um meio efetivo de se alcançar tais objetivos. 

 Desta forma o enriquecimento dos alimentos, com inúmeros nutrientes, tem 

se tornado cada vez mais importante e rotineiro. Dentre os compostos 

adicionados aos alimentos, encontram-se vitaminas, minerais e aminoácidos. O 
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enriquecimento com vitaminas pode ser realizada pela adição de vitaminas 

sintéticas, puras ou em misturas, denominada “premix” (Carvalho, 1994).   

 O enriquecimento da vitamina E em alimentos é cada vez maior devido, 

especialmente, às funções que desempenha no organismo como agente 

antioxidante, envolvido no retardamento do envelhecimento e na proteção a 

doenças crônicas não transmissíveis, como Parkinson, Alzheimeir, câncer e 

doenças cardiovasculares (Bianchini & Penteado, 2003; Brigelius-Flohé et, 2002; 

Meydani, 2000). A vitamina E previne o dano oxidativo celular pela inativação de 

radicais livres e espécies reativas de oxigênio. Atualmente, além da sua ação 

antioxidante, são discutidas as suas propriedades não-antioxidantes como 

modulação da sinalização celular e da transcrição de genes (Munteanu, Zingg &  

Azzi, 2004). 

 A Vigilância Sanitária, que regulamenta a adição de nutrientes em alimentos 

no Brasil, define que para a fortificação ou o enriquecimento de vitaminas e de 

minerais, 100mL ou 100g do produto pronto para o consumo forneça, no 

mínimo,15% da IDR de referência, no caso de líquidos, e 30% da IDR de 

referência, no caso de sólidos. Para alimentos suplementados a legislação 

estabelece no mínimo 25% e no máximo 100% da IDRI do nutriente suplementado 

(Brasil, 1998 a, b). 

 Ressaltando-se a importância e o interesse da indústria de alimentos e do 

consumidor em, respectivamente, disponibilizar e adquirir produtos com qualidade 

sensorial e nutricional e observando-se, hoje, disponível no mercado, uma grande 

variedade de produtos, vem-se comprovar a necessidade de pesquisas que 

adequem tais produtos a fim de atender as exigências do consumidor.  

 Para este propósito, lança-se mão da Análise Sensorial, uma ferramenta 

que permite compreender as sensações e desejos do consumidor frente àquilo 

que experimenta, compra ou almeja adquirir. 
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 Na indústria de alimentos, diversos são os testes e métodos de análise 

sensorial utilizados na avaliação sensorial de alimentos. A aplicação dos mesmos 

assegura informações importantes para as áreas de controle de qualidade, 

processamento, desenvolvimento e otimização de produtos e marketing (Piggott, 

1995). 

 A Análise de Aceitação, um dos testes de consumidor, é uma metodologia 

valiosa e essencial para todo programa de avaliação sensorial. O hedonismo 

representa um componente substancial da resposta humana aos alimentos e seus 

estímulos. O hedonismo lida com o “gostar” e “desgostar” e envolve uma grande 

variedade de comportamentos, tais como: escolha entre dois ou mais produtos, 

escalas de aceitação de produtos, freqüência de consumo e intenção de compra 

(Moskowitz, 1983). 

 Os testes de aceitação ou afetivos requerem equipe com grande número de 

participantes que representem a população de consumidores atuais ou potenciais 

do produto. A Escala Hedônica é um dos métodos mais empregados para medir 

da aceitação de produtos. Nela, o consumidor expressa sua aceitação em uma 

escala previamente estabelecida que varia, gradativamente, com base nos termos 

gosta e desgosta (Chaves; Sproesser, 2001). 
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4.2. MATERIAL E MÉTODOS 

4.2.1. Aplicação em sistema alimentício 

 Micropartículas lipídicas contendo α-tocoferol foram produzidas no 

Laboratório de Controle de qualidade do Departamento de Nutrição da 

Universidade de Campinas (Unicamp), de acordo com a metodologia descrita no 

capítulo 3 item 3.2.5. 

 O sistema modelo escolhido para a aplicação das micropartículas foi iogurte 

batido comercial. Para o respectivo estudo foi elaborada uma amostra padrão 

(sem adição de micropartículas de α-tocoferol), utilizando como matéria-prima só 

iogurte batido comercial. A partir da amostra padrão, foram preparadas quatro 

amostras adicionadas de capsulas lipídicas contendo α-tocoferol na concentração 

de 60% da IDR para adultos, de acordo com a legislação brasileira (Brasil, 2005). 

Tabela 1.  Quantidade (em mg) de micropartículas lipídicas contendo α- tocoferol 

 em 100 ml do produto (Iogurte). 

A _ (proporção lipídio/recheio 90/10); B _ ( proporção lipídio/recheio 80/20); C _ ( proporção lipídio/recheio 

95/5); D _ ( proporção lipídio/recheio 85/15 ) 

Nota:  **IDR de 10 mg 
Fonte: Brasil, 2005 

 

Amostra % IDR** 
Concentração de tocoferol  

(mg /100g de cápsulas) 
 mg micropartículas / 100 ml  

Iogurte 

Padrão 0 0 0 

A  60 9575,18 60 

B 60 18517,59 32 

C 60 4497,9 133 

D 60 14323,22 42 
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4.2.2.  Avaliação sensorial do sistema alimentício 

 A avaliação sensorial foi realizada pelo o teste de aceitação e intenção de 

compra em relação a um conjunto de atributos: aparência, aroma, sabor e 

impressão global, no Laboratório de Análise Sensorial do Departamento de 

Tecnologia de Alimentos da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp), em 

Campinas (SP), no período de (10:00 às 15:00 horas). 

4.2.2.1.. Teste de aceitação    

 Foram convidados 56 consumidores de iogurte para realizar estudos de 

aceitação das amostras de iogurte comercial batido em relação à aparência, 

aroma, sabor e impressão global.  

 Para avaliar a aceitabilidade das amostras, os provadores receberam 25 mL 

de cada amostra à temperatura de refrigeração, em copos plásticos brancos de 40 

mL. As amostras foram codificadas com números de três dígitos aleatórios e 

servidas aos julgadores de forma monádica seqüencial em ordem balanceada. 

Entre as avaliações das amostras, os provadores foram solicitados a lavar a boca 

com água à temperatura ambiente para eliminar possíveis sensações residuais. 

Todos os provadores avaliaram as amostras, através da escala hedônica 

estruturada de nove pontos (9=gostei muitíssimo a 1=desgostei muitíssimo). 

 O teste se deu em uma única sessão e em condições laboratoriais, ou seja, 

cabines sensoriais individuais, sob luz branca, temperatura ambiente confortável 

controlada a 20ºC e ausência de ruídos e odores externos. Os provadores 

dispunham de água mineral a temperatura ambiente dentro das cabines. 

4.2.2.2. Teste de Intenção de Compra 

 Na mesma ficha de aplicação de teste de aceitação foi avaliada a atitude do 

consumidor em relação à compra do produto. Foi utilizada a escala de atitude de 
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compra de cinco pontos, em que 5 indicava que o provador “certamente compraria 

o produto” e 1, que o provador “certamente não compraria o produto”  (Meilgaard, 

Civille & Carr, 1999). 

4.2.3. Analise estatística 

 Os resultados do Teste de Aceitação foram analisados por meio de Análise 

de Variância (ANOVA) e Teste de comparação de médias de Tukey, (p<0,05). com 

auxílio do software Statística 5.5 for Windows. 
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4.3. RESULTADOS 

 Teste de Aceitação 

 Participaram dos testes alunos de Graduação e Pós-graduação da 

Faculdade de Eng. de Alimentos (FEA) – Unicamp. Dos 56 consumidores, 35 

eram do gênero feminino e 21 do masculino. A idade variou entre 17 e 32 anos.  

 As médias dos resultados das avaliações dos atributos aparência, aroma, 

sabor, textura e impressão global avaliados estão apresentadas na Tabela 2. 

 A análise de variância mostrou que as amostras não diferiram 

estatisticamente (p>0,05) da amostra padrão em relação à aceitação e 

considerando que a média das notas das amostras para todos os atributos 

analisados encontraram-se ao redor de 7,0 (o que representa um índice de 

aceitação superior a 75%), indicando que todas as amostras foram bem aceitas.  

 A média das notas atribuídas à impressão global para a amostra padrão foi 

de 6,59 (índice de aceitação: 74%), a qual está entre “gostei ligeiramente” e 

“gostei moderadamente”.  

Tabela 2.  Médias dos consumidores para cada um dos atributos avaliados no 

 teste de aceitação com 56 pessoas.  

Médias com letras em comum na mesma coluna indicam que as médias não têm diferença significativa 
entre si (p< 0.05) pelo teste de Tukey. 

        Atributos  Avaliados  

Ensaio Sabor Aparência Aroma Imp. Global 

Padrão 6,48 a 6,91 a 6,7 a 6,59 a 

A 6,8 a  7,08 a 6,78 a 6,84 a 

B 6,68 a 7,16 a 6,78 a 6,8 a 

C 7,07 a 6,98 a 6,91 a 7,0 a 

D 7,05 a 7,13 a 6,91 a 6,86 a 
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 Desta maneira pode-se considerar que o enriquecimento com 

microcápsulas lipídicas contendo α-tocoferol no iogurte comercial não interferiu 

nos atributos sensoriais do produto comercial. 

Teste de intenção de compra 

 Após o teste de aceitação, os provadores foram solicitados a expressar a 

sua intenção de compra para as cinco amostras em estudo. A maioria dos 

consumidores respondeu que “provavelmente compraria” e “certamente 

compraria” os iogurtes enriquecidos com α-tocoferol. Esses resultados mostram 

que a intenção de compra está em concordância com a aceitação do consumidor 

pelo produto. 

Tabela 3.  Porcentagens para intenção de compras das amostras de iogurte 

  avaliadas. 
 

                                                                                     Amostras 
                Escala                       Padrão A B C D 

Certamente não compraria 14,3% 7,14% 8,9% 1,8% 3,6% 

Provavelmente não compraria 19,6% 16,1% 10,6% 10,7% 5,4% 

Tenho dúvidas se compraria  16,1% 16,0% 14,3% 12,5% 26,8% 

Provavelmente compraria 26,8% 25,0% 33,9% 32,9% 30,4% 

Certamente compraria 26,8% 28,6% 32,1% 34,0% 28,6% 
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4.4. CONCLUSÕES 

A aceitação das amostras de iogurte comercial enriquecidos com micropartículas 

lipídicas contendo α-tocoferol como produto ativo não foram estatisticamente 

significativo em relação à amostra padrão (p<0,05), sendo que estas não afetaram 

a aceitação dos atributos sensoriais característicos do iogurte comercial.  

Pode-se concluir que a fortificação de α-tocoferol na formulação de iogurte é uma 

opção interessante para a indústria, uma vez que o produto avaliado apresentou 

uma boa aceitação e intenção de compra pelo consumidor. 
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5.  SUGESTÕES PARA ESTUDOS FUTUROS 

Os resultados experimentais obtidos indicaram algumas linhas potenciais para 

continuidade do presente trabalho: 

 

1. Avaliar a funcionalidade de outras matrizes com lipídios de diferentes 

tamanhos de cadeias e estrutura química. 

2. Caracterizar as micropartículas quanto ao seu potencial zeta. 

3. Avaliar e maximizar outros parâmetros de processo de microencapsulação tais 

como: temperatura do ar de resfriamento, pressão do ar de atomização e taxa 

de alimentação.  

4. Análises de liberação do recheio em diferentes temperaturas e outros meios 

de liberação. 

5. Estudar a aplicabilidade das micropartículas, em produtos como sorvetes, 

chocolates, doces, etc., avaliando a aceitação frente a produtos tradicionais do 

mercado. 
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CONCLUSÕES GERAIS 

��Micropartículas obtidas por spray chiling utilizando matrizes lipídicas 

apresentaram bons resultados quanto à eficiência de encapsulação e boa 

capacidade de controle da liberação do produto ativo utilizado, mostrando-

se potenciais para o uso futuro na indústria de alimentos. 

��A eficiência de encapsulação de α-tocoferol variou na faixa de 89,6 a 

99,3%. 

��O diâmetro médio das micropartículas lipídicas situou-se entre 50,8 e 92,8 

�m e a distribuição do tamanho de partícula variou de 0,1 a 200 �m, com a 

maioria das partículas situadas entre 30 – 150 �m. 

��O estudo de estabilidade os difratogramas, foram muito semelhantes entre 

os ensaios e praticamente constantes durante a estocagem, corroborando 

que, não houve mudanças polimórficas.  

��Os termogramas, obtidos por DSC, em tempo zero, não apresentaram 

diferenças entre os ensaios.  

��Todas as micropartículas, mantiveram sua integridade em solução aquosa 

após tratamento a 37°C por 2 horas, em pH ácido (1, 2). 

��Todas as micropartículas foram destruídas com liberação completa do 

produto ativo, quando incubadas em condições entéricas simulando 

condições intestinais (pH 7 com adição da lipase pancreatica, 37°C, 4 

horas). 

�� As curvas de liberação não apresentaram liberação inicial alta indicando a 

ausência de efeito “burst” e distribuição homogênea do material de recheio 

por toda a extensão da partícula. 
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��No estudo da aplicação em sistema alimentício avaliado sensorialmente, a 

aceitação das amostras não diferiram estatisticamente da amostra padrão 

(p<0,05), sendo que adição de micropartículas lipídicas contendo α-

tocoferol no iogurte comercial não afetaram a aceitação dos atributos 

sensoriais avaliados pelos consumidores 

��De forma geral, as partículas lipídicas estudadas neste trabalho 

apresentaram bons resultados quanto à eficiência de encapsulação e boa 

capacidade de controle da liberação do composto ativo utilizado como 

recheio, mostrando-se potenciais para o uso futuro na indústria de 

alimentos. 
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) 
 

Nome: _______________________________________             
idade:_______Data:________ 

 
PROJETO DE POS-GRADUAÇÃO – DOUTORADO 

 

Avaliação sensorial de iogurte comercial enriquecido com vitamina E . 

A pesquisa visa avaliar as características sensoriais de iogurte comercial enriquecido com vitamina 
E encapsulados, por provadores de 18 a 50 anos, habituados ao consumo de produtos de iogurte. O 
grupo de provadores será composto por alunos, professores, funcionários e visitantes da FEA – 
UNICAMP, sendo recrutados por meio de anúncios em cartazes distribuídos por locais de acesso 
comum e mural on-line da FEA.  
A análise sensorial será conduzida com amostras de iogurte comercial enriquecida com vitamina E, 
que serão preparadas em condições de higiene e de segurança alimentaria, não acarretando risco à 
saúde do consumidor (provador). 
Como o Iogurte é um derivado lácteo não é recomendada a participação de pessoas com 
intolerância a lactose, alergia a proteínas do leite de vaca.  
O consumo de Iogurte comercial enriquecido com vitamina E em análise não oferece nenhum 
desconforto ou risco para você que participar da pesquisa, sendo que o enriquecimento de vitamina 
E é permitido pela legislação para uso em alimentos, e encontram-se disponíveis em muitos 
produtos atualmente comercializados no mercado. 
Você será esclarecido (a) sobre a pesquisa em qualquer aspecto que desejar. 
Você é livre para recusar-se a participar, retirar seu consentimento ou interromper a participação a 
qualquer momento. A sua participação é voluntária e a recusa em participar não irá acarretar 
qualquer penalidade. 
O pesquisador ira tratar a sua identidade de forma sigilosa. A participação no estudo não acarretará 
custos para você e não haverá nenhuma compensação financeira adicional. 
Eu,................................................. , declaro que li as informações contidas nesse documento, fui 
devidamente informado (a) pela o pesquisador Oscar Diaz Gamboa doutorando em Tecnologia de 
Alimentos pela Faculdade de Engenharia de Alimentos dos procedimentos que serão utilizados, 
riscos e desconfortos, benefícios, custo/reembolso dos participantes, confidencialidade da 
pesquisa, concordo ainda em participar da pesquisa. Foi me garantido que posso retirar o 
consentimento a qualquer momento, sem que isso leve a qualquer penalidade. Declaro ainda que 
recebi uma cópia deste termo de consentimento livre e esclarecido e me foi dada à oportunidade de 
ler e esclarecer as minhas dúvidas. 

 

__________________________                                           __________________________ 

Assinatura do provador                                                   Oscar Diaz Gamboa 

                                 Pesquisadora responsável pelo projeto 
                                 Contatos: oscarw07@fea.unicamp.br 

Fones: (19) 3521-3401 (FEA-UNICAMP) 
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Nome:_________________________           Idade:______  Data: ______/_____/____ 

 

                                                                                      

1. Por favor, observe, aspire, prove e avalie as amostras e de acordo com a escala da 
ezquerda, descreva o quanto você gostou ou desgostou: 

 
 

 

 
 

2. Indique sua opinião quanto à sua INTENÇÃO DE COMPRA das amostras. 
 

 Amostra  n° 

Certamente não compraria      

Provavelmente não compraria      

Tenho duvidas se compraria ou      

Provavelmente compraria      

Certamente compraria      

 
_______________________________________________________________      
 

Figura 1.  Ficha utilizada na aplicação do Teste de Aceitação e teste de intenção 

de compra. 

 

9 Gostei muitíssimo 

8 Gostei muito 

7 Gostei moderadamente 

6 Gostei ligeiramente 

5 Nem gostei nem desgostei 

4 Desgostei ligeiramente 

3 Desgostei moderadamente 

2 Desgostei muito 

1 Desgostei muitissimo 

Amostra Apariência Aroma Sabor Impressão 
Global 
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Figura 2. Consistência das frações de Algodão /PTH antes (a) e depois (d) da 
interesterificação. 
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Figura 3. Curvas de sólidos das gorduras comerciais e das gorduras 
interesterificadas escolhidas para aplicação. 
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Tabela 1.  Parâmetros de cristalização das gorduras de algodão/PTH a 25oC. 

Amostra 
 

Período de nucleação 
 (min) 

Teor máximo de sólidos 
(%) 

Algodão/PTH (60/40) a 4 38 

Algodão/PTH (60/40) d 7 21 

Algodão/PTH (65/35) a 4 32 

Algodão/PTH (65/35) d 7 17 
 
 

Tabela 2. Composição em TAG das matérias-primas e das frações antes (A) e 

depois (D) da interesterificação, segundo grau de saturação dos AG. 

Amostras UUU  SUU  SSU  SSS 

Óleo de Algodão 26,0 51,7 20,2 2,1 

Gordura PTHa - - 5,3 94,7 

Algodão / PTH (65/35) A  16,1 24,4 19,5 40,0 

Algodão / PTH (65/35) D 18,7 34,5 27,6 19,2 

U= insaturado; S= saturado;  A= antes da reação; D= depois da reação 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 



163 
 

 

 

Tabela 3.     Composição em AG (teórica) das gorduras interesterificadas em  

  planta piloto. 

 Algodão / PTH 
Ácidos Graxos 65/35  

C12:0 0,1 
 

C14:0 0,9 
 

C16:0 29,5 
 

C16:1 0,3 
 

C17:0 0,1 
 

C18:0 19,1 
 

C18:1 TRANS 0,6 
 

C18:1 12,7 
 

C18:2 TRANS 0,4 
 

C18:2 35,5 
 

C18:3 TRANS 0,2 
 

C18:3 0,1 
 

C20:0 0,4 
 

C20:1 0,1 
 

C22:0 - 
 

Saturados (%) 50,1 
 

Monoinsaturados (%) 13,1 
 

Polinsaturados (%) 35,6 
 

Trans totais (%) 1,2 
 

P/Sata 0,7 
 

   
(-) não detectado nas condições de análise. 

   a Relação polinsaturado / saturado 
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Tabela 4. Composição em TAG* da amostra algodão / PTH (65/35) antes (a) e 

depois (d) da interesterificação química.   

 TAG OA1 PTH2 a d 
C46 MPP - 0,8 - 0,5 
 PPP 1,6 9,6 1,8 5,5 

 C48 MOP - - 0,3 0,5 

  MLP - - 0,6 1,1 

 
PPS 0,5 39,3 16,4 8,5 

  
PPO 4,5 2,5 4,4 5,5 

 C50 
PPL 15,1 0,2 6,9 14,1 

  
PPLn - - 0,7 - 

  
MOL 0,6 - - 0,6 

  
MLL 0,8 - 0,5 0,6 

 
PSS - 35,3 15,8 4,5 

  
PSO 0,5 1,1 0,8 5,2 

  
PSL - 1,5 4,2 0,7 

 C52 POO 5,9 - - 13,1 

  POL 15,6 - 8,7 8,2 

  PLL 27,5 - 13,5 11,6 

  
PLLn - - 0,3 - 

  
PLnLn - - - - 

 
SSS - 9,7 6 0,8 

  
SSO - - 0,8 1,5 

  
SOO - - - - 

  
SSL - - 0,8 - 

  
SOL 1,4 - 1,4 0,5 

 C54 
SLL - - - - 

  
OOL 5,3 - - 3,3 

  
OLL 10,0 - 2,4 4,1 

  
LLL 10,7 - 1,3 0,8 

  
LLLn - - 6 5,5 

  
LLnLn - - 6,4 3,3 

  
LnLnLn - - - 2,5 

* Média entre duplicatas de injeção da amostra; (-) não detectado; (1) óleo de algodão; 
(2) Palma totalmente hidrogenada; a= antes da Interesterificação; d= depois da Interesterificação 
L= linoléico; Ln= linolênico; M= mirístico; O= oléico; P= palmítico; S= esteárico. 
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Algodão/PTH (65/35) 

 
Figura 4. Curvas de cristalização das frações de Algodão/ PTH antes e depois da 

interesterificação. 

 

 
Algodão/PTH (65/35) 

 
Figura 5. Curvas de fusão das frações de Algodão/ PTH antes e depois da 

interesterificação. 
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Tabela 5. Parâmetros dos cristais para as frações de Algodão/PTH antes e depois 

da interesterificação (30ºC/ 24 h). 

Antes Depois Algodão/ PTH 
Ø médio (µm) n º cristais Ø médio (µm) n º cristais 

65/35 5,00 2.536 4,75 13.463 

 

 

Tabela 6. Parâmetros dos cristais para as frações de Algodão/PTH antes e depois 

da interesterificação (37ºC/ 24 h). 

Antes Depois Algodão/ PTH 

Ø médio (µm) n º cristais Ø médio 
(µm) 

n º cristais 

65/35 7,05 631 12,89 77 
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Figura 6.  Curvas de cristalização isotérmica (25ºC) das frações de Algodão/ PTH 

antes (a) e depois (d) da interesterificação. 
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