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RESUMO

O oleo de pescado ¢ uma fonte rica em acidos graxos insaturados, porém sua utilizagdo no
preparo de produtos alimenticios ¢ tarefa dificil devido a sua baixa solubilidade em agua e
instabilidade oxidativa. A formagao de nanocapsulas por emulsificagdo ¢ microestruturas com
polimeros como quitosana e gelatina ¢ uma alternativa pra melhorar estes aspectos. Neste
trabalho foram elaboradas nanocapsulas e microestruturas de concentrados de acidos graxos
insaturados (AGI) obtidos a partir de 6leo de carpa comum (Cyprinus carpio) utilizando
gelatina e quitosana, na forma pura e suas blendas, como agentes encapsulantes. Foram
avaliados os efeitos da propor¢do de quitosana:gelatina (100:0, 90:10, 70:30, 50:50, 30:70,
10:90, 0:100 (%)), concentracdo de polimero (1 e 2 % (m/v)) e tempo de homogeneizagdo (10
e 20 min) nas caracteristicas das nanoemulsdes. A separagdo de fases ocorreu quando a
propor¢dao de quitosana:gelatina era igual ou superior a 50:50%. As nanoemulsdes com
proporcao de quitosana acima de 70% permaneceram visivelmente estaveis, sem separacao de
fases, durante mais de 30 dias. O maior tempo de homogeneiza¢do (20 min) e a menor
concentragdo de biopolimeros (1% m/v) resultaram em menores tamanhos de particulas e
indice de polidispersdo. O incremento na quantidade de gelatina levou a diminuicdo do
tamanho das nanocédpsulas. O potencial Zeta aumentou com a quantidade de quitosana (de
26,5 a 31,5 mV), enquanto o pH ¢ o indice de refracdo nao foram afetados pela proporcao de
biopolimeros. Apos 7 dias de armazenamento, a nanoemulsdo com 90:10 de propor¢do de
quitosana:gelatina permaneceu no intervalo aceitavel da legislacdo para os valores de indice
de perdxido, p—anisidina e oxidagao total (TOTOX). Apds encontrar as melhores condigdes,
as emulsdes foram secas em liofilizador a fim de produzir microestruturas estaveis contendo
as nanocapsulas. As microestruturas obtidas por liofilizacdo foram irregulares e porosas com
volume de poros variando de 0,015 a 0,029 m?® kg™’ e porosidade entre 93 e 97 %, tonalidade
amarelada, baixa intensidade de coloracao, com predominancia da cor do material de parede,
confirmando um encapsulamento efetivo. As eficiéncias de encapsulamento variaram de 70 a
78%. Os valores de peroxido demonstraram que a microestrutura elaborada com quitosana
pura foi a que apresentou melhor prote¢do dos concentrados de AGI em relagdo a oxidagao
primaria. A adicdo da gelatina levou a oxida¢cdo mais rapida dos concentrados de AGI, essa
diferenca provocada pelo aumento da quantidade de gelatina demonstrou que houve uma
inefetividade da gelatina como revestimento polimérico no dleo, deixando as paredes mais
finas. As isotermas de adsor¢dao de vapor de dgua foram estudadas nas temperaturas de 4°C e
25°C. O modelo de GAB foi o que apresentou o ajuste mais adequado e as formas isotérmicas
foram do tipo II (sigmoide). O aumento da temperatura provocou diminui¢do do conteudo de
umidade. A adsorcdo de agua foi um processo espontineo, favoravel e controlado pela
entalpia. As microestruturas elaboradas com quitosana pura apresentaram caracteristicas
satisfatorias e alto rendimento de processo mostrando que a quitosana tem potencial para ser
utilizada como um agente encapsulante de nanocéapsulas lipidicas secas por liofilizacao.

Palavras—chave: Acidos graxos insaturados. Emulsdo. Gelatina. Microestrutura.
Nanocapsulas. Quitosana.






ABSTRACT

MICRO AND NANOCAPSULES OF UNSATURATED FATTY ACIDS
CONCENTRATES FROM COMMON CARP USING QUITOSAN, GELATIN AND
ITS BLENDS AS A WALL MATERIAL

Fish oil is rich in unsaturated fatty acids, but their use in the preparation of food products is
difficult because of its low solubility in water and oxidative instability. The formation of
nanocapsules by emulsions and microstructures with polymers, such as chitosan and gelatin,
is an alternative to improve these aspects. In this work, nanoemulsions and microstructures of
unsaturated fatty acid (UFA) concentrates obtained from common carp oil (Cyprinus carpio)
were prepared using gelatin and chitosan in pure form and their blends as encapsulating
agents. The effects of chitosan:gelatin ratio (100:0, 90:10, 70:30, 50:50, 30:70, 10:90, 0:100),
polymer concentration (1 and 2% (w/v)) and homogenization time (10 and 20 min) on the
nanoemulsions characteristics were evaluated. Phase separation occurred when the
chitosan:gelatin ratio was higher than 50:50. Nanoemulsions using chitosan proportion over
than 70% remained visually stable, with no phase separation, for more of 30 days. The highest
homogenization time (20 min) and the lowest biopolymers concentration (1% w/v) resulted in
smallest particles sizes and polydispersity indexes. The increase in the amount of gelatin led
to a decrease in the nanocapsules size. Zeta potential increased with the amount of chitosan
(from 26.5 to 31.5 mV), while pH and refractive index were not affected by the biopolymers
ratio. After 7 days of storage, the nanoemulsion with 90:10 of chitosan: gelatin ratio was in
the acceptable range of the legislation for peroxide index, p—anisidine and total oxidation
(TOTOX) values. After finding the best conditions, the emulsions were dried by
lyophilization to produce stable microstructures containing the nanocapsules. The
microstructures obtained by lyophilization were irregular and porous with pore volume
ranging from 0.015 to 0.029 m? kg™ and porosity between 93 and 97 %, yellowish coloration,
low color intensity, and the predominance of the wall material color, confirming an effective
encapsulation. The encapsulation efficiency ranged from 70 to 78 %. The peroxide indexes
showed that the microstructure elaborated with pure chitosan was the one that presented better
protection of the UFA concentrates in relation to the primary oxidation. Gelatin addition led
to the faster oxidation of UFA concentrates. These difference, caused by the increased amount
of gelatin, demonstrated that gelatin was ineffective as a polymer coating on the oil, providing
a thinner wall. The adsorption isotherms of water vapor were studied at temperatures of 4°C
and 25°C. The GAB model presented the most suitable fit and, the isothermal forms were
type II (sigmoid). The temperature increase caused a decrease in the moisture content. The
water adsorption was a spontaneous and favorable process, controlled by enthalpy. The
microstructures elaborated with pure chitosan presented satisfactory characteristics and high
process yield showing that, the chitosan has potential to be used as an encapsulating agent of
dry lipid nanocapsules by lyophilization.

Keywords: Unsaturated fatty acids. Emulsion. Gelatin. Microstructure. Nanocapsules.
Chitosan.
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1 INTRODUCAO

Algumas industrias de alimentos estdo incorporando compostos bioativos nas suas
formulagdes. A nanotecnologia vem sendo utilizada para minimizar obstaculos durante o
desenvolvimento de novos produtos. Dentre os nano materiais estudados atualmente podem
ser citados as nanoemulsdes e nanocapsulas (ABBAS et al., 2015; LEE; McCLEMENTS,
2010). Alimentos, pesticidas e farmacos t€ém utilizado nanomateriais para encapsular, proteger
e distribuir componentes lipofilicos bioativos, como por exemplo, concentrados de acidos
graxos insaturados (ESQUERDO; DOTTO; PINTO, 2015; KARTHIK;
ANANDHARAMAKRISHNAN, 2016). O encapsulamento destes compostos ativos pode
proporcionar protecdo contra a degradag¢do durante a produgdo e vida 1til, impedindo assim a
perda do valor nutricional, e proporcionando o aumento da solubilidade (KOMAIKO et al.,
2016).

Os 4acidos graxos insaturados (AGI) se destacam por serem importantes para a
suplementagdo alimentar e farmacéutica (KARTHIK; ANANDHARAMAKRISHNAN,
2016). O ¢6leo de pescado apresenta uma composi¢do unica, diferente de 6leos derivados de
vegetais e de outros animais, devido ao seu elevado conteudo de acidos graxos poli—
insaturados (CREXI et al, 2010). O consumo destes acidos graxos de cadeia longa esta
intimamente relacionado a inumeros efeitos benéficos na saude humana (GARCIA—
MORENO et al., 2016). A industria de alimentos esta ajudando os consumidores a aumentar o
seu consumo de acidos graxos insaturados através da producao de varios tipos de alimentos
funcionais. No entanto, a produg¢do de alimentos enriquecidos ¢ tarefa dificil, devido a sua
baixa solubilidade em 4gua, instabilidade quimica e baixa biodisponibilidade (AUGUSTIN;
SANGUANSRI, 2015; KOMAIKO et al., 2016). Cépsulas podem proteger contra a oxidagao
de o6leo de pescado, proporcionando uma barreira fisica entre o 6leo e o oxigénio e/ou pro—
oxidantes (GARCIA-MORENO et al., 2016). Dependendo das propriedades do material de
parede utilizado, ¢ possivel a elabora¢do de nanocapsulas com caracteristicas diferenciadas
(KARTHIK; ANANDHARAMAKRISHNAN, 2016).

Uma grande variedade de materiais pode ser utilizada para revestir ou encapsular
lipidios em sistema de nanoemulsdes. O material de revestimento das capsulas deve possuir
qualidade alimentar, ser biodegradavel e estavel em sistemas alimenticios durante o
processamento, armazenamento ¢ consumo. No entanto, apenas um numero limitado de
materiais possue certificados para aplicagcdes em alimentos (GRAS) (FATHI et al., 2014;
WANDREY et al., 2010). Um material de parede potencial para a aplicacdo em nano escala ¢
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a quitosana. Este polimero catidnico, derivado de recursos naturais renovaveis, tem sido
estudado em nanotecnologia devido a sua mucoadesividade, biodegradabilidade, propriedades
formadoras de filme e capacidade de funcionalizagdo dada pela presenga de grupos amino e
hidroxila (AGNIHOTRI; MALLIKARJUNA; AMINABHAVI, 2004). Outro material que
tem possibilidade de aplicagdo como agente de encapsulamento ¢ a gelatina, uma proteina
derivada da hidrolise parcial do coldgeno animal. A gelatina possui grande numero de
diferentes grupos funcionais acessiveis na sua estrutura e seu uso se destaca devido ao seu alto
teor de aminodcidos como a glicina, prolina e alanina (SAHOO et al., 2015; WANDREY et
al., 2010).

Existem alguns métodos para aumentar a estabilidade das nanocépsulas. O
encapsulamento por liofilizagdo, para a obten¢do da estrutura seca ¢ utilizado para preservar e
proteger a viabilidade do material ativo. Geralmente, o encapsulamento ¢ aplicado para
aumentar a estabilidade fisico—quimica das particulas obtendo um produto final aceitavel,
especialmente nos casos em que as condi¢des de armazenamento sio desfavoraveis (TOMAS
et al., 2015). Porém a secagem causa mudang¢as na matriz sélida que aprisiona o 6leo. Quando
o teor de umidade ou a temperatura aumenta essas mudangas fisicas podem ocasionar a
liberacao parcial de lipidios encapsulados, deixando—os mais expostos para uma rapida
oxidagdo. O conhecimento do comportamento das isotermas de sor¢ao de vapor de dgua em
funcdo da temperatura fornece um critério confidvel para prever a estabilidade do
armazenamento e a vida util de produtos alimenticios (ESCALONA-GARCIA et al., 2016).

Este estudo tem um efeito sinérgico para a cadeia produtiva de alimentos, uma vez
que, propicia o gerenciamento, transformacdo e aproveitamento de residuos de industrias de
alimentos e, gera produtos alimenticios de alto valor agregado. Neste contexto, a utiliza¢do
dos polimeros quitosana e gelatina, como materiais de revestimento para a preparagdo
nanocapsulas contendo concentrados de AGI obtidos a partir de 6leo de carpa comum

(Cyprinus carpio) é uma nova alternativa para a industria de alimentos.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo estudar a producdo micro e nanocéapsulas de
concentrados de acidos graxos insaturados (AGI), obtidos a partir do 6leo de visceras de
carpa, utilizando os biopolimeros quitosana e gelatina na forma pura ¢ em blendas como
material de parede. Apos, realizar a secagem do material por liofilizacdo a fim de produzir

microestruturas estaveis contendo as nanocéapsulas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter concentrados de acidos graxos insaturados através da reagdo de hidrolise e
complexac¢do com ureia, utilizando 6leo branqueado extraido de visceras de carpa comum;

e  Produzir quitosana a partir de residuos de camarao;

e Caracterizar os materiais de parede (quitosana e gelatina comercial) quanto as suas
propriedades fisico-quimicas, estruturais, térmicas e morfoldgicas;

e  Preparar micro e nanocapsulas contendo AGI pela técnica de emulsificagdo, utilizando
quitosana e gelatina puras, € suas blendas, como materiais de parede;

e (aracterizar os nanocarreadores obtidos quanto as suas estabilidades fisicas e
oxidativas;

e Realizar a secagem das nanocapsulas por liofilizagao;

e Avaliar a eficiéncia de encapsulamento, a estabilidade oxidativa e as isotermas de

sor¢ao de vapor de agua das microestruturas contendo as nanocéapsulas secas.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 NANOTECNOLOGIA E A INDUSTRIA DE ALIMENTOS

A nanotecnologia comegou a ser discutida em 1959 pelo fisico Richard Feynman,
com a palestra There’s Plenty of Room at the Bottom, onde ele discutia a manipulacao de
escalas muito pequenas, ao nivel de moléculas e atomos, isto ¢, a nanoescala. O prefixo
“nano” (ando em grego) estd relacionado a uma escala de medida em que um nandémetro
representa um bilionésimo do metro ou um milionésimo do milimetro (CHAU et al., 2007;
POOLE Jr.; OWEN, 2003). O termo nanoparticulas (NP) inclui as nanocapsulas e as
nanoesferas, as quais diferem entre si segundo a composi¢do e organizacao estrutural. As
nanocépsulas sdo constituidas por um involucro disposto ao redor de um ntcleo oleoso,
podendo o agente ativo estar dissolvido neste nucleo e/ou adsorvido a parede da céapsula. Por
outro lado, as nanoesferas, que nao apresentam 6leo em sua composi¢ao, sdo formadas por
uma matriz polimérica (REIS et al., 2006). Estruturas nessa escala apresentam propriedades
funcionais Unicas nao encontradas na escala macro (POOLE JR.; OWEN, 2003). Este fato
torna—se um desafio para os cientistas, mas constitui—se também numa grande oportunidade
para o desenvolvimento de novos materiais com propriedades e funcionalidades antes
impossiveis de serem atingidas (KANE; STROOKE, 2007).

Nesse contexto, a intera¢do entre as ciéncias naturais e as engenharias tem
crescido vigorosamente em razao de um interesse comum por pequenas estruturas. A biologia
vem revelando uma vasta gama de nanoestruturas funcionais sofisticadas, enquanto as
ciéncias fisicas tém desenvolvido métodos de sintese e instrumentos de medidas para a
caracterizacdo de materiais nanoestruturados (SEEMAN, 2003). A maioria das pesquisas
nanotecnologicas foca no desenvolvimento de aplicacdes em biociéncia e engenharia.
Estratégias para aplicar nanociéncia em industria de alimentos sdo bastante diferentes das
aplicacdes mais tradicionais de nanotecnologia. O processamento de alimentos envolve uma
ampla variedade de matérias—primas e processos tecnologicos (MORARU et al., 2003).

Alimentos e bebidas sdo setores que movimentam trilhdes de dolares. As
industrias de alimentos estdo em constante busca de maneiras para melhorar a eficiéncia de
producdo, seguranca alimentar e caracteristicas dos alimentos a fim de aumentar a vantagem
competitiva e participagdo de mercado. A nanotecnologia tem impacto sobre todas as fases de
producdo, desde a agricultura, passando pelo processamento, onde a criagdo de emulsdes e
encapsulamento evoluiram para nanoescala até o produto final, onde a area de embalagens

tem ganhado inimeros melhoramentos pela incorporagdo de nanoparticulas (CUSHEN et al.,
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2012). A elevada demanda por alimentos funcionais com maior valor nutricional, menor dose
de conservantes sintéticos e melhores caracteristicas organolépticas levam a aplicagdo do
nanoencapsulamento no processamento de alimentos. Esta tecnologia pode ser utilizada para
aumentar a estabilidade de compostos sensiveis durante a produgdo, armazenagem e ingestao,
diminuir a evaporacao e degradacdo de bioativos volateis ou limitar a exposi¢ao ao oxigénio,
agua ou luz (FATHI et al., 2014). Dentre os alimentos funcionais que vem ganhando destaque
pode—se citar produtos nutracéuticos para suplementagdo de acidos graxos insaturados (AGI).
Devido ao elevado grau de insaturagdes presentes nos AGI, essas moléculas se tornam mais

susceptiveis a fendmenos de oxidagdo (BELHAJ; TEHRANY; LINDER, 2010).

3.2 ACIDOS GRAXOS INSATURADOS (AGI)

Os lipidios sdo um dos principios imediatos mais importantes dos alimentos.
Correspondem ao principal aporte energético da dieta na maioria dos paises industrializados,
suprindo cerca de 45% das necessidades energéticas. A maioria dos lipidios ¢ derivada de
carnes, Oleos e produtos lacteos, dando origem a uma grande ingestdo de acidos graxos
saturados e quantidade relativamente modesta de polienos. As gorduras saturadas representam
o fator de risco mais estabelecido na dieta humana para doengas cardiovasculares, enquanto
que os AGI provavelmente sdo os lipidios mais importantes que proporcionariam efeitos
benéficos se a ingestdo alimentar for aumentada (BENATTI et al., 2004; ORDONEZ et al.,
2005).

Quimicamente, os AGI apresentam uma ou mais ligagdes duplas entre os
carbonos nas suas moléculas, normalmente na configuracdo cis. Existem duas familias
principais de acidos graxos poli—insaturados: m—3 ¢ ©w—6. Essas familias de acidos graxos nio
sdo conversiveis e possuem papé€is bioquimicos muito importantes. Os acidos graxos
essenciais, eicosapentaenoico (EPA, C20:5 ow—3) e docosaexaenoico (DHA, C22:6 w—-3) sdo
dois dos principais compostos representativos, conhecidos como acidos graxos essenciais
porque sdo componentes basicos das estruturas de nossas células e ndo podem ser sintetizados

pelo organismo humano (STORLIEN et al., 2000).

3.2.1 Fontes de acidos graxos insaturados

Os problemas para a saude humana associados a ingestdo excessiva de gordura na

dicta sdo bem conhecidos, como obesidade, resisténcia a insulina, doengas cardiacas e
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algumas formas de cancer. Atualmente, tem sido dada importincia as fontes de fornecimento
de AGI devido as mudancas na dieta humana e o aparecimento de doengas relacionadas ao
baixo consumo destes compostos, bem como a sua reconhecida significancia terapéutica,
especialmente aqueles da familia 6mega—3 (DERNER et al., 2006). As fontes predominantes
de AGI sdo o6leos vegetais e de pescado, sendo o 6leo de pescado considerado a mais comum,
mais econdmica e a principal fonte de 4cido eicosapentaenoico (EPA, C20:5 ®-3) e
docosaexaenoico (DHA, C22:6 ®—-3) na dieta humana (BENATTI et al., 2004; CREXI et al.,
2010; WALKER et al., 2015a)

Carpas (Cyprinids) contribuem com mais de 20 milhdes de toneladas para a
producao de pescado em todo o mundo e, representam cerca de 40% da producao global de
aquicultura e 70% da producdo total de aquicultura de agua doce (piscicultura). Em
comparagdo com outras espécies importantes da aquicultura, como o salmao e o camarao, a
carpa ¢ reconhecida como um peixe ecologicamente correto por consumir muito menos
farinha e 6leo de pescado. Uma das espécies dominantes do Cyprinid, a Cyprinus carpio
(carpa comum) ¢ cultivada em mais de 100 paises em todo o mundo, e representa até¢ 10% da
producao anual de aquicultura de agua doce (XU et al., 2014).

Segundo dados oficiais do Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA), a producao
brasileira de pescados com origem da aquicultura em 2013 foi de 476.512 toneladas. A regido
Sul correspondeu a 22,5 % da produgdo nacional com 107.448 toneladas, sendo a carpa e a
tilapia as espécies mais cultivadas nesta modalidade na regido (MPA, 2015). O relatério da
Organizagao das Nagdes Unidas para a Alimentagdo e a Agricultura (FAO), divulgado em
2016, estima que o Pais deve registrar crescimento de 104% na pesca e na aquicultura até
2025 (FAO, 2016).

Porém, os residuos gerados durante o beneficiamento de pescado (visceras, peles,
cabecas e espinhagos) podem totalizar 60% da matéria—prima. Estes sdo considerados
matérias—primas de baixa qualidade e, se ndo utilizados, podem causar problemas ambientais,
sanitarios e econdmicos (KOLODZIEJSKA et al., 2008). As visceras de pescado sdo uma rica
fonte de acidos graxos, podendo ser utilizadas como matéria prima para a extragdo de 6leo de
pescado (CREXI et al., 2010).

O ¢6leo de pescado pode ser obtido através do processo termomecanico de
extragcdo, sendo necessaria uma etapa de coccao para favorecer a coagulagdo das proteinas e,
consequentemente, a ruptura da membrana celular, gerando a liberagdo do 6leo e dgua que
estavam fisiologicamente ligados. No seu estado bruto, o 6leo de pescado pode apresentar

impurezas e compostos como acidos graxos livres, mono e diacilglicerdis, fosfatideos e
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produtos de oxidagdo lipidica, que o tornam inadequado para o consumo humano. Dessa
maneira, os Oleos brutos requerem o refino para atender aos padroes de qualidade para a
producdo de 6leos e gerar produtos aceitaveis para o consumo humano (CREXI et al., 2009).

Para sua purificacdo o 6leo bruto passa pelas etapas de refino de degomagem,
neutralizacdo, branqueamento e desodorizagdo. As operagcdes de refino removem
componentes indesejaveis, garantindo assim caracteristicas de pureza e estabilidade
satisfatorias (acidez, cor, oxidativa e sensorial), ndo alterando o contetido dos acidos graxos
dos triacilgliceréis (CREXI et al., 2010). Durante o refino, as perdas de 6leo e o contato com
o oxigénio devem ser minimos. As exposi¢des do 6leo a temperaturas altas devem ser por
tempos curtos e a vacuo, para produzir um o6leo de qualidade e com estabilidade oxidativa
(OETTERER et al., 2006).

Na degomagem, os fosfolipidios, também chamados de gomas, sdo os principais
compostos entre os componentes menores que fazem parte do 6leo bruto a ser retirados. Isso
ocorre através da separagao dos fosfolipidios hidrataveis e dos nao hidrataveis, uma vez que
estes se tornam insoluveis no 6leo e se decompoe, formando depdsitos que se assemelham a
gomas de cor caramelo. Devido a acidez proveniente da matéria—prima ¢ a adigdo de solugdes
salinas ou 4cidas, € necessario a etapa de neutralizagao destes compostos. Essa etapa consiste
em fazer reagir todos os acidos graxos livres com um alcali, normalmente NaOH. Os 4cidos
graxos livres combinados com dalcali formam sais orgénicos de s6dio ou sabdes. O dleo
resultante ainda contém um pouco de sabdo, e entdo recebe a adicdo de 4gua pré-aquecida
para a eliminagdo da soda e da espuma do 6leo. O 6leo obtido esta isento de sabdo, mas muito
umido, devendo ser conduzido para um secador a vacuo (umidade em torno de 0,1%) (CREXI
et al., 2010; OETTERER et al., 2006). Apesar da etapa de degomagem remover certa
quantidade de corantes presentes no oleo, ele ndo deixa o 6leo completamente limpido. Por
isso se faz necessario uma etapa de branqueamento. O branqueamento promove por adsor¢ao
a remocdo dos pigmentos do 6leo, além de melhorar a sua estabilidade oxidativa (CREXI et
al., 2010; OETTERER et al., 2006).

O ¢leo refinado de pescado por constituir uma importante fonte de acidos graxos
poli—insaturados pode ser utilizado como matéria—prima para preparar concentrados de acidos
graxos mono e poli—insaturados. A obtengdo de concentrados de AGI pode ser realizada por
técnicas como: cristalizacdo por resfriamento, extragdo fluidica supercritica, destilagdo
molecular, concentragdo por lipases (LIU et al., 2006; WANASUNDARA; SAHIDI, 1999).
Outra forma mais simples e eficiente de obtencdo de concentrados de AGPI ¢ o método de

complexacdo com ureia. Este método de separacdo baseia—se na separacao pelo grau de
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instauracdo, onde os acidos mais insaturados sao menos complexados com a ureia.
Primeiramente, realiza—se uma hidrdlise quimica ou enzimatica dos o6leos de pescado,
obtendo—se os acidos graxos livres que s3o misturados a uma solucdo alcoodlica de ureia. O
método da complexagao da ureia ¢ baseado na separacdo pelo grau de insaturacdo, onde a
fracdo complexada contém os acidos graxos saturados, disponibilizando os concentrados de
AGI (CREXI et al., 2012, PAIM, 2012). A Figura 1 apresenta alguns dos principais acidos

graxos encontrados nos concentrados de AGI obtidos a partir do 6leo de pescado.

Figura 1 — Estrutura quimica dos principais acidos graxos encontrados em 6leo de pescado.
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3.2.2 Identificacio de AGI por cromatografia

A técnica mais utilizada para andlise do perfil em éacidos graxos dos lipidios ¢ a
cromatografia gasosa (CG). Para determinar os niveis de AGI nos 6leos, o processo comeca
com uma extragao liquida para obtencao das amostras de 6leo. Posteriormente, o teor de 6leo

¢ determinado por gravimetria e, em seguida o oleo € convertido em derivados volateis de
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¢ésteres metilicos seguido pela andlise de cromatografia gasosa (VONGSVIVUT et al., 2012).
A cromatografia ¢ uma técnica de separacdo, principalmente utilizada em analises quimicas.
Pode ser utilizada para fins de preparagdo, quantificacio e identificacio. E uma técnica
poderosa e versatil, em um processo que pode separar uma mistura nos seus componentes
individuais e, simultaneamente, proporcionar uma estimativa quantitativa de cada constituinte

(SCOTT, 2003).

3.2.3 Efeito da ingestao de AGI

Os AGI exercem importante fungcdo no metabolismo e transporte de gorduras, na
manutengdo da composicao, estrutura e integridade das membranas celulares, na modulagao
dos receptores de hormonios e na fungdo imune. Além de serem precursores dos eicosandides,
que participam da regula¢do da pressdo sanguinea, da frequéncia cardiaca, das respostas
inflamatérias e imunoldgicas e do sistema nervoso central (CALDER, 2015; ORDONEZ et
al., 2005). O seu consumo estd intimamente relacionado a ag@o anti-inflamatoria, prevengao
de doencas cardiovasculares, regeneragdo de neurdnios e desenvolvimento cerebral. O
omega—3 reduz o risco de Alzheimer, deméncia e cansago mental; contribui no tratamento da
depressao, ansiedade e alteragdes no sono e diminui os niveis sanguineos de colesterol total,
colesterol ruim (LDL), aumentando a producdo do colesterol bom (HDL) (BENATTI et al.,
2004; CALDER, 2015).

Comparado com gorduras saturadas, os AGI quando ingeridos sdo mais
facilmente utilizados para produgdo de energia. O aumento do grau de insaturagdo, numa dada
extensdo da cadeia de carbono, aumenta a mobilidade relativa de gordura armazenada,
tornando os AGI mais disponiveis ao organismo (BENATTI et al., 2004).

O 6leo de pescado diminui a producdo de lipoproteinas de densidade muito baixa
(VLDL) e triglicerideos, devido a inibicao da sintese dos triglicerideos hepaticos (STORLIEN
et al., 2000). Os beneficios positivos para a saude estimularam o interesse industrial em AGI
para a producdo de suplementos e alimentos funcionais. No entanto, devido a sua natureza
insaturada, esses concentrados sdo altamente suscetiveis a oxidagdo lipidica, o que pode levar

a formagdo de compostos indesejaveis, podendo ser prejudiciais a saude (JACOBSEN, 2015).
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3.2.4 Oxidacao lipidica

A oxidagdo ¢ umas das principais reagdes de deterioracdo dos alimentos, e implica
na deterioragdo e redugdo do valor nutritivo do alimento, sendo alguns produtos resultantes
potencialmente toxicos. Os principais substratos dessas reacdes sdo os AGI, ja que as ligagdes
duplas sdo centros ativos que podem reagir com o oxigénio. A estrutura do acido graxo afeta
grandemente a sua susceptibilidade a oxida¢do. Acidos graxos poli—insaturados sio muito
mais susceptiveis a oxidagao do que os acidos graxos saturados (KRALOVEC et al., 2012). O
acido oleico, com uma unica ligagdo dupla, reage aproximadamente 10 vezes mais rapido do
que o seu derivado saturado, o &cido estearico. Enquanto o linoleico (2 ligagdes duplas) reage
mais do que 100 vezes mais rdpido, e linolénico (3 ligagdes duplas) reage quase 200 vezes
mais rapido. EPA (5 ligacdes duplas) e DHA (6 ligagdes duplas) sdo extremamente
suscetiveis a oxidagdo (POKORNY et al., 2001).

A oxidagdo ¢ um processo de radical livre, e pode ser iniciado por uma variedade
de fatores incluindo luz, calor, metais e enzimas. Na maioria dos casos, a oxidagdo lipidica
prossegue através de uma reagdo em cadeia de radicais livres, consistindo em trés etapas:
iniciagdo, propagacio e terminacio (JACOBSEN, 2015; ORDONEZ et al., 2005). Na etapa de
inicia¢do, um radical de hidrogénio (He) é extraido a partir do AGI pelo qual se forma um
radical livre, que se combina com oxigénio, formando peroxidos lipidicos. Essa reagdo tem
elevada energia de ativagdo, sendo necessdria a presenca de catalisadores como ions
metalicos, ferro ou calor. Na reacdo de propagacgdo, o radical lipidico livre altamente reativo
reage com oxigénio, o que leva a formagdo de mais radicais de peroxido. Acumulam—se os
peroxidos, e € nessa etapa que se oxida a maioria dos lipidios insaturados. O radical lipidico
reage com o oxigénio na repeti¢do da primeira reacdo de propagacdo. Na presenca de calor,
ferro heme ou ions metalicos, os peroxidos se decompdem em produtos secundarios de
oxidagdo (volateis). Os volateis formados incluem aldeidos, cetonas e alcoois, bem como
hidrocarbonetos. A presenca de luz também pode iniciar a oxidacdo lipidica através de uma
reacdo em cadeia de radicais livres, ou através da geragdo de oxigé€nio singlete, que pode
reagir diretamente com lipidios insaturados sem a formagdo inicial de um radical lipidico
livre. Na reag¢do de terminagdo, dois radicais reagem um com o outro por meio do qual um
produto nao radical ¢ formado, e a reacdo de oxidacao lipidica ¢ encerrada (JACOBSEN,
2015; ORDONEZ et al., 2005).

Cada ligagdo dupla ¢ um portal de abstragdao de hidrogénio, permitindo a formagao

de mais de 16 isdbmeros de hidroperdxido de EPA e 20 isdmeros hidroperdxidos para DHA.
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Os fatores que afetam a taxa de oxidagdo incluem a composi¢do de acidos graxos, grau de
dispersdo dos lipidios, atividade de agua, condi¢des de armazenagem e presenca de oxigénio,
préo—oxidantes e antioxidantes (YOSHII et al., 2002). Assim, a determinacdo de algumas
propriedades quimicas sdo bastante importantes para avaliar a qualidade dos 6leos.

O indice de peroxido expressa, em miliequivalentes de oxigénio ativo, a
quantidade de perdxido em 1000 g de amostra. Como perdxidos sdo produtos iniciais de
oxidagdo, este indice ¢ util para caracterizar o estagio inicial da degrada¢do oxidativa
(oxidagdo primaria). E muito importante por definir a deterioragdo dos lipidios,
principalmente pela presenca de compostos de baixa massa molar provenientes da
degradacdo, por exemplo, aldeidos, cetonas, alcoois e hidrocarbonetos. Estes compostos sdao
os responsaveis pelo sabor e odor caracteristicos de produtos rangosos. O método baseia—se,
na capacidade dos peroxidos organicos oxidarem o iodeto de potassio formando iodo
(GRANATO; NUNES, 2016).

Alguns dos compostos considerados responsaveis pelo ranco desenvolvido em
6leos sdo aldeidos. Assim, o indice de p—anisidina ¢ uma medida proporcional ao teor de
aldeidos insaturados resultantes da degrada¢do dos hidroperéxidos sendo, portanto, um
parametro relacionado a oxidacao secundaria dos compostos lipidicos (GRANATO; NUNES,
2016).

Durante as fases iniciais da oxidacao lipidica, os hidroper6xidos podem aumentar
pronunciadamente até um maximo, quando entdo comeg¢am a decrescer por causa da sua
degradagdo. Logo, a combinagao do indice de peroxido e do indice de p—anisidina possibilita
o célculo do valor total de oxidacdo (TOTOX), proporcionando uma ideia mais global da
oxidacdo, uma vez que sdo considerados tanto o potencial da degradacdo da qualidade
organoléptica (representada pelos perdxidos), quanto os produtos dessa degradacdo
(representados pelos aldeidos) (GRANATO; NUNES, 2016).

Para evitar a oxidagdo dos AGI, que pode resultar em perda de atividade, e
facilitar sua incorporagdo em alimentos, se faz necessario a utilizagdo de tecnologias
especiais. Uma abordagem bem sucedida para incorporar o 6leo de pescado em produtos
alimenticios ¢ a producao de emulsdes do tipo 6leo—em—agua. Nanoemulsdes t€ém um grande
potencial para superar os desafios associados com o desenvolvimento de produtos de
alimentos e bebidas enriquecidos com AGI. Emulsdes podem proteger contra a oxidagdo do
0leo de pescado, proporcionando uma barreira fisica entre o 6leo e o oxigénio e/ou pro—
oxidantes, e aumentar sua dispersibilidade em adgua (AUGUSTIN; SANGUANSRI, 2015;
GARCIA-MORENO et al., 2016).
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3.3 NANOEMULSOES

Uma emulsdo pode ser definida como um material que contém pequenas goticulas
de dleo dispersas em um meio aquoso (emulsdo 6leo em agua), ou pequenas gotas de agua
dispersas em um meio lipidico (emulsd@o dgua em 6leo), no qual as fases sdo pelo menos
imisciveis. As goticulas presentes na emulsao sao referidas como fase dispersa ou interna, € o
material que compde o liquido circundante ¢ normalmente referido como fase externa ou
dispersante (McCLEMENTS; WEISS, 2005).

O termo nanoemulsdo ¢ utilizado porque, além de indicar goticulas em escala
nanométrica, ¢ conciso e evita interpretacdes erradas com o termo microemulsdo (que sdo
sistemas termodinamicamente estaveis). Devido ao seu tamanho caracteristico, as
nanoemulsdes possuem estabilidade contra sedimenta¢do. Essas propriedades produzem
nanoemulsdes de interesse para estudos fundamentais e para aplicagdes praticas (por exemplo,
campos quimicos, farmacéuticos, cosméticos, etc.) (SOLANS et al., 2005).

Ha um grande interesse dentre produtos alimenticios, agrotoxicos e farmacéuticos
no uso de emulsdes para encapsular, proteger e entregar componentes lipofilicos ativos (como
concentrados de AGI). Para determinadas aplicagdes, ¢ desejavel que as dispersdes coloidais
contenham particulas em escala nanométrica, as nanoemulsdes, pois proporcionam vantagens
como melhor estabilidade, sdo opticamente mais claras e podem aumentar a disponibilidade

de certos compostos bioativos (McCLEMENTS, 2012).

3.3.1 Propriedades das nanoemulsdes

As propriedades termodinamicas das nanoemulsdes sao semelhantes as das
emulsdes convencionais. A principal diferenga entre elas é que as nanoemulsdes possuem
cinética de desestabilizagdo mais lenta, o que as torna mais estaveis, tendo uma grande
estabilidade em suspensdo e uma longa vida til devido, principalmente, ao tamanho de suas
goticulas e ao elevado movimento browniano (DEY et al., 2012). Uma importante aplicagcdo
de nanoemulsdes ¢ para incorporar ingredientes ativos lipofilicos em alimentos de base
aquosa ou bebidas que devem permanecer transparentes, tais como alguns tipos de agua,
refrigerantes enriquecidos, molhos, sobremesas, gelatinas e sucos (VELIKOV; PELAN,
2008).

Os principais fatores que determinam as propriedades oticas de uma nanoemulsao

sao dados pela relagdo entre indice de refragdo, concentracao do dleo e tamanho das particulas
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na distribui¢do coloidal. Essa relacdo ¢ relevante para o desenvolvimento de produtos que
devem ser transliicidos ou opacos. Estudos demonstram que a aparéncia optica de emulsdes
de Oleo—em—agua pode ser modulada alterando o tamanho e concentragdo das goticulas.
Nanoemulsoes translucidas devem ter didmetro de gotas inferior a 50 nm. Acima de 50 nm, as
emulsdes comecam a ficar mais turvas. A eficiéncia da dispersao das goticulas da fase oleosa
determina o quanto de 6leo pode ser incorporado até que haja alteragdes na sua turbidez. Para
produtos turvos, a maioria de goticulas deve situar—se entre cerca de 200 e 400 nm de
diametro (PIORKOWSKI; McCLEMENTS, 2014).

Outra caracteristica importante das nanoemulsdes ¢ a sua estabilidade. O tamanho
reduzido das nanoparticulas resulta na prevencao da floculagdo e coalescéncia das goticulas.
A cinética de desestabilizacdo de nanoemulsdes € tdo lenta (aproximadamente de meses) que
elas sdo consideradas cineticamente estaveis. A maturacdo de Ostwald (Ostwald ripening)
sozinha regula o processo de desestabilizagio (ANTON; VANDAMME, 2011). E
praticamente impossivel parar a maturagdo de Ostwald, o que a torna de grande importancia
para a manutencao da estabilidade da emulsdao em longo prazo. Este efeito ¢ obtido pela
diferenga de solubilidade e dos potenciais quimicos entre particulas de tamanhos diferentes.
Teoricamente, esse efeito deveria conduzir a separagdo das fases, mas a taxa de crescimento ¢é
amplamente reduzida com o aumento de raio. E um processo de coalescimento, onde as
goticulas dispersas se agregam as gotas maiores devido a uma diferenca de pressdo entre as
particulas de diferentes tamanhos (MEINDERS; VLIET, 2004). A maturagao de Ostwald ou
difusdo molecular surge a partir de altos valores de polidispersdo nas emulsdes e da diferenga
na solubilidade entre goticulas pequenas e grandes (SOLANS et al., 2005, TADROS et al.,
2004).

A maturacdo de Ostwald leva a condensagao de todas as goticulas em uma tnica
gota ou separacao de fases. Entretanto, isso nao ocorre na pratica, desde que a velocidade de
crescimento do tamanho da gota diminua com o aumento do tamanho do globulo (TADROS
et al., 2004). A reducao do processo de maturacao de Ostwald pode ser obtida pela adicao de
uma pequena quantidade de um segundo 6leo apresentando baixa solubilidade na fase aquosa,
bem como a adigdao de um segundo surfactante com o mesmo comprimento de cadeia alquila e
maior grau de etoxilacdo do que o surfactante principal, no caso de sistemas estabilizados com
surfactantes ndo i6nicos etoxilados (SOLANS et al., 2005).

A influéncia das propriedades surfactantes sobre as estabilidades fisica e quimica
de nanoemulsdes para a elaboragdo de nanoparticulas lipidicas so6lidas foi investigada por

Salminen et al., (2013). As nanoparticulas apresentaram diametros médios variando entre
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131-168 nm e indices de polidispersao (PDI) proximos a 0,2, indicando que eram estaveis a
agregacdo das particulas, o que pode ser atribuida a repulsdo eletrostatica. A estabilidade a
longo prazo foi medida apos 50 dias, e os resultados mostraram que as emulsdes eram
fisicamente estaveis. A estabilidade fisica das nanoparticulas de lipidios ¢ altamente
dependente da forma como os agentes tensoativos podem controlar o processo de cristalizacao

durante a preparag¢do, bem como durante o armazenamento.

3.3.2 Métodos de preparo de nanoemulsoes

As nanoemulsdes sdo de particular interesse como sistemas de liberagdo coloidais,
porque elas podem ser facilmente fabricadas a partir de ingredientes de qualidade alimentar
que usam operacdes de processamento relativamente simples, tais como misturas,
cisalhamento e homogeneizacio (RAO; McCLEMENTS, 2011). Para o preparo de uma
emulsdo, sdo necessarios agua, 6leo, surfactante e energia (TADROS et al., 2004).

O agente tensoativo escolhido devera ser capaz de reduzir a tensdo interfacial a
um valor muito pequeno, o que facilita o processo de dispersdao durante a preparacdo da
emulsdo e proporciona uma pelicula flexivel, que pode deformar—se prontamente em torno
das goticulas. Este comportamento de adsor¢ao pode ser atribuido a natureza do solvente e da
natureza quimica do agente tensoativo, que combina ambos os grupos polares e ndo polares,
em uma Unica molécula. O valores baixos de HLB (Hydrophilic Lipophilic Balance) sdo
geralmente utilizados para a formulagdo de emulsdes agua em oOleo (w/o0), enquanto que
tensoativos que possuem elevado valor de HLB elevado (> 12) favorecem a formagdo de
emulsdes o0leo em agua (o/w) (GLATTER et al., 2001; TALEGAONKAR et al., 2008). Os
Tweens sdao uma gama de tensoativos leves ndo i0nicos que proporcionam beneficios em uma
série de aplicagdes, tendo valor de HLB de 15.0. Alguns Tweens possuem aprovagdo de uso
em alimentos e um historico seguro de longa data. Como ndo idnicos, os Tweens oferecem
muitas vantagens sobre os surfactantes iOnicos, incluindo aumento da estabilidade,
flexibilidade de formulagdao e maior compatibilidade. Eles sdo estaveis em acidos fracos,
alcalis e eletrolitos e ndo reagem com ingredientes ativos i0nicos. Os Tweens sdo de natureza
hidrofilica, e sdo soltiveis ou dispersiveis em agua e solugdes diluidas de eletrdlitos. A
solubilidade das solucdes aquosas de Tweens aumenta com o grau de etoxilagao.

As técnicas de preparo e o material de fabricagdo sdo os responsaveis pelas
caracteristicas finais, qualidade e aplicacdo da nanoemulsdo preparada. A qualidade de

nanogotas ¢ geralmente dependente do tipo de material utilizado, isto €, 6leo e emulsionante,
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enquanto o tamanho das goticulas ¢ determinado pela concentragao de lipideos e pela medida
de forgas disruptivas aplicadas para preparar a nanoemulsdo (ABBAS et al., 2015). Existe um
numero limitado de surfactantes de grau alimenticio disponiveis para o preparo e estabilizagio
destes sistemas coloidais. Muitos destes sdo surfactantes sintéticos que ndo podem ser
aplicados em diversos paises, ou que podem ser utilizados em baixos niveis devido a questoes
regulamentares, econdmicas ou sensoriais (ABBAS et al., 2015; RAO; McCLEMENTS,
2011).

Além da adicdo de emulsionantes, outro modo de manter as nanoemulsdes mais
estaveis € a adi¢do de outros estabilizadores, tais como modificadores de textura e inibidores
de maturagdo. O tipo de solvente que pode ser adicionado influencia diretamente nas
caracteristicas das emulsdes (HUYNH et al., 2009, ZEEB et al. 2014). Alguns autores
estudam a adicao de alcoois sobre a formagdo e estabilidade de emulsodes. Zeeb et al. (2014)
demonstraram que a adi¢do de alcoois de cadeia curta, para as emulsdes estabilizadas com
proteina antes da homogeneizagdo pode reduzir o tamanho das gotas produzidas, facilitando
assim a formagao de nanoemulsdo. Esquerdo et al. (2014) produziram microcépsulas de
concentrados de AGI de 6leo de pescado, e compararam a influéncia da adicdo dos solventes
etanol e hexano no preparo das nanoemulsdes. O etanol foi o solvente mais adequado para o
preparo das microcapsulas, apresentando boas caracteristicas texturais.

A formacdo de nanoemulsdes, também chamada de dispersdo ou emulsificacdo,
geralmente ¢ conseguida através de métodos como agitadores, homogeneizadores de alta
pressdo ou ultrassons. Esses sdo chamados métodos de "alta energia" que fornecem energia
suficiente para aumentar area interfacial oOleo/dgua. Os métodos de '"baixa
energia"(emulsificacdo espontanea, inversdo de fases) também permitem a formulagdo de
nanoemulsdes, sem necessidade de qualquer dispositivo ou energia. Os métodos de baixa
energia tiram vantagem das propriedades fisico—quimicas intrinsecas dos componentes, a fim
de gerar goticulas submicronicas (ANTON; VANDAMME, 2011, SOLANS et al., 2005). O
método de preparo das nanoemulsdes possui grande influéncia sobre as propriedades fisico—
quimicas das mesmas, as quais, por sua vez, tétm consequéncia direta sobre a instabilidade
termodindmica de tais preparacoes (PEY et al., 2006).

Os menores tamanhos de particulas sdo conseguidos quando o equipamento
fornece energia no tempo mais curto com o fluxo mais homogéneo. Homogeneizadores de
alta pressdo atendem a esses requisitos, portanto, eles sio amplamente utilizados para preparar
nanoemulsdes. Os microfluidizadores sdo semelhantes aos homogeneizadores de alta pressao.

No entanto, a concepcdo dos canais através dos quais a pré—emulsdo flui no interior do
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dispositivo ¢ diferente. O microfluidizador divide uma emulsdao em dois fluxos que colidem
entre si em uma camara de interagdo. Forcas destrutivas intensas sdo geradas dentro da
camara de interagdo quando as duas correntes de emulsdo que se movem rapidamente
colidem, levando a ruptura altamente eficiente das goticulas. A emulsificacdo por ultrassom
também ¢ muito eficiente na reducdo do tamanho de gota, mas ¢ adequado apenas para
pequenas quantidades. A eficiéncia do processo de dispersao ¢ fortemente dependente do
tempo de ultrassons em diferentes amplitudes e, quanto mais hidrofébico ¢ o mondmero mais
longo o tempo de sonicagdo necessario (SOLANS et al., 2005).

O processo de emulsificagdo espontanea ocorre ao adicionar uma solu¢do de um
solvente hidromiscivel, contendo uma pequena concentragao de 6leo, na dgua. As goticulas de
6leo sao formadas com didmetro dependente da razdo entre o excesso de solvente e o dleo
(SOLANS et al., 2005). Neste caso, a fonte de energia empregada ¢ originada principalmente
das turbuléncias interfaciais, que estd intimamente ligado ao gradiente de tensdo superficial
induzido pela difusdo do soluto entre as duas fases (ANTON; BENOIT; SAULNIER, 2008).

As nanoemulsdes também podem ser obtidas empregando as propriedades fisico—
quimicas do sistema. Esses métodos alteram a curvatura espontanea do surfactante. Para os
tensoativos ndo 1i0nicos, isto pode ser conseguido alterando a temperatura do sistema,
forcando uma transi¢ao a partir de uma emulsdo 6leo em agua a baixas temperaturas para uma
emulsdo dgua—em—o6leo em maiores temperaturas (TP, transition phase inversion). Durante o
arrefecimento, o sistema atravessa um ponto de curvatura zero espontanea e tensao superficial
minima, promovendo a formacdo de goticulas de o6leo finamente dispersas. Além da
temperatura, outros parametros como a concentracdo ou o valor de pH podem ser

considerados (FERNANDEZ et al., 2004).

3.3.3 Nanoemulsdes e nanocapsulas

As nanocépsulas poliméricas sdo sistemas coloidais transportadores que foram
desenvolvidos para encapsular, proteger e distribuir componentes lipofilicos funcionais
(FATHI et al., 2014). O encapsulamento pode ser definido como um processo para reter uma
substancia (agente ativo) dentro de outra (material de parede) (NEDOVIC et al., 2011). Um
método tradicional para a producao das nanocéapsulas € pelo sistema de emulsificacao seguido
de evaporagao do solvente (ASSIS et al., 2012).

Os primeiros registros sobre a utilizagdo de microcapsulas surgiram em 1930, mas

somente na década de 50 foram desenvolvidos os primeiros produtos utilizando material
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encapsulado. O processo consistia na utilizacdo de microcapsulas contendo um corante
impregnadas em papel para a substituicdo do papel carbono. Esse papel recebia uma fina
camada de microcapsulas contendo um corante ndo ativado (incolor), recoberta por outra
camada contendo um reagente também incolor. A pressdo do lapis na superficie do papel
rompia as capsulas, liberando o corante, produzindo uma copia idéntica ao escrito no outro
papel (RE, 1998).

O encapsulamento foi originalmente introduzido na area da biotecnologia para
tornar os processos de produ¢do mais eficientes, pois a matriz em torno das células permite
uma separagdo rapida e eficiente das células produtoras e dos metabdlitos. Essas tecnologias
desenvolvidas ha aproximadamente 60 anos, sdo de interesse significativo para o setor
farmacéutico (especialmente para o fornecimento de medicamentos e vacinas), mas também
tém relevancia para a industria de alimentos (NEDOVIC et al., 2011). Na area de alimentos,
os estudos utilizando encapsulamento comegaram na década de 1960, com a elaboragao de
microcapsulas de 6leos essenciais para prevenir a oxidagao e perda de substancias volateis e
controlar a liberagio de aroma (RE, 1998).

Nos ultimos anos, a industria de alimentos tem adicionado compostos funcionais a
alguns de seus produtos. Esses compostos geralmente sao altamente suscetiveis a condigdes
ambientais, de processamento e/ou degradacdo pelos fluidos gastrointestinais e, portanto, o
encapsulamento imp6s uma abordagem para protecdo efetiva. Os compostos funcionais sdo
usados para controlar as propriedades de sabor, cor, textura ou preservagdo, além de adicionar
beneficios potenciais para a satde. O encapsulamento também pode ser aplicado para a
modificacdo das caracteristicas fisicas do material original, a fim de permitir uma
manipulacdo mais facil, ajudar a separar os componentes da mistura que de outra forma
reagiriam um com o outro ou para proporcionar uma concentracdo adequada e dispersdao
uniforme de um agente ativo (NEDOVIC et al., 2011).

O encapsulamento ¢ um meio de isolar uma substancia das reagdes utilizando uma
matéria circundante. Apdés o encapsulamento, a entropia do isolado diminui; a poténcia
aumenta e, em alguns casos, o isolado gera novas fungdes. A defini¢do da finalidade de
encapsulamento ¢ um critério importante para a selecao de um material. O efeito pode ser, por
exemplo, o aumento da vida util, de mascaramento de gosto ou garantia de liberacdo
controlada (WANDREY et al., 2010). Os efeitos do encapsulamento de AGI, que sao
nutrientes essenciais para os seres humanos, estdo intimamente relacionados as fungdes e
propriedades dos lipidios. As vantagens do encapsulamento lipidico sdo resumidas abaixo

(MATSUNO; ADACHI, 1993).
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* A auto—oxidagao de lipidios ¢ retardada;

* O aumento da estabilidade permite a utilizacdo plena dos lipidios;

* Os sabores solubilizados nos lipidios podem ser mantidos até o uso (liberagao
controlada);

* O sabor das substancias amargas lipossoluveis pode ser mascarado pela inclusio
em um lipidio encapsulado;

* Os lipidios encapsulados podem funcionar como transportadores de substancias
fisiologicamente ativas lipossoluveis, desde a boca até o intestino. Os transportadores
protegem as substancias dissolvidas contra a hidrolise enzimaética e, servem como mediadores
de absorcao.

A alta atividade emulsionante ¢ facilmente avaliada medindo a absor¢do de luz ou
o tamanho médio das particulas imediatamente apos a formacdo da emulsdao. Devem ser
utilizadas condigdes especificadas: concentragdes e volumes de materiais lipidicos e de
paredes, o tipo de equipamento utilizado para preparo de nanocarreadores, a fonte de energia
e a duragdo da homogeneizagdo devem ser controladas (MATSUNO; ADACHI, 1993). Uma
vez que um meio simples e conveniente de formagdo do encapsulamento foi desenvolvido,

varios materiais de parede podem ser utilizados.

3.4 MATERIAIS DE PAREDE

Muitas substancias podem ser usadas para revestir ou encapsular liquidos, solidos
ou gases de diferentes tipos e propriedades. Diferentes compostos, aceitos para o
encapsulamento de medicamentos, ndo sdo aprovados para uso na industria de alimentos,
porque muitas dessas substincias ndo sdo certificadas para aplicagdes alimentares como
materiais "geralmente reconhecidos como seguros" (GRAS). Na verdade, todo o processo
alimentar deve ser projetado para atender aos requisitos de seguranca de agéncias
governamentais, como a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) no Brasil ou
Food and Drug Administration (FDA) nos EUA (NEDOVIC et al., 2011).

O material de parede deve ser de origem alimentar, biodegradavel e estavel em
sistemas alimentares durante o processamento, armazenamento € consumo. A maioria dos
materiais utilizados para microencapsulamento no setor de alimentos sdo biomoléculas. Os
materiais de transporte de nanoescala mais adequados para aplicagcdes alimentares sdo

baseados em carboidratos, proteinas ou lipidios (FATHI et al., 2014). O material de parede
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adequado deve apresentar alta atividade emulsificante, alta estabilidade e os lipidios ndo
devem separar—se da emulsdo durante a desidratacio (MATSUNO; ADACHI, 1993).

Os critérios mais importantes para a sele¢do de um material de parede sdo a
funcionalidade que o encapsulamento deve fornecer ao produto final, potenciais restri¢des
para o material de revestimento, concentragdo de encapsulados, tipo de liberagado, requisitos
de estabilidade e restricdes de custos. Os materiais utilizados para o design do involucro
protetor de produtos encapsulados devem ser de qualidade alimentar, biodegradaveis e
capazes de formar uma barreira entre a fase interna e seus arredores. Seja qual for o material
em questdo, a conversdo das caracteristicas fisico-quimicas dos materiais serd a condi¢@o
prévia para o desenvolvimento de produtos alimentares bem-sucedidos. Portanto, sdo pré-
requisitos estudar e analisar todas as propriedades do material de parede potencial, para

concluir e prever seu comportamento em condi¢des presentes nas formulagdes de alimentos

(NEDOVIC et al., 2011).

3.4.1 Quitosana

Os sistemas de entrega a base de polissacarideos sdo adequados para muitas
aplicagdes da industria, uma vez que sdo biocompativeis e biodegradaveis e, possuem um alto
potencial para serem modificados para alcangar as propriedades necessarias. Ao contrario dos
carreadores lipidicos, os sistemas de liberagcdo baseados em carboidratos podem interagir com
uma ampla gama de compostos bioativos através dos seus grupos funcionais, o que os torna
transportadores versateis para ligar e aprisionar uma variedade de ingredientes alimentares
bioativos hidrofilicos e hidrofébicos. Eles sdo considerados como um involucro adequado em
processos de alta temperatura devido a sua estabilidade em comparagdo com lipidios ou
proteinas que podem ser derretidos ou desnaturados (FATHI et al., 2014).

A quitina (B—(1-4)-N-acetil-D—glucosamina) é o segundo polimero em
abundancia na natureza, logo apds a celulose. A quitina ¢ constituida de unidades 2—
acetamido—2—desoxi—D—glicopiranose unidas por ligacdes p—(1—4) que, quando
desacetiladas, resultam na estrutura p—(1—4)—2—amino—2—desoxi—D—glicopiranose,
denominada quitosana (Figura 2) (WESKA et al., 2007). Embora a quitina e quitosana sejam
consideradas biopolimeros distintos, o grau de desacetilacdo (quantidade de mondmeros
desacetilados em suas cadeias) ¢ que define a forma do biopolimero predominante. Quando o

grau de desacetilacdo da quitina alcanga valores de aproximadamente 50% (dependendo da
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origem do polimero), a mesma fica soliivel em meio aquoso acido e ¢ chamada de quitosana

(RINAUDO, 2006).

Figura 2 — Estrutura quimica principal das unidades de cadeia quitosana, desacetilada

(direita) e acetilada (esquerda).
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Fonte: Wandrey et al. (2010).

A quitosana pode ser classificada como um polieletrélito catidonico ndo carregado
permanentemente. Devido a um valor de pKa de aproximadamente 6,5, a quitosana ¢
carregado positivamente e € solivel em meio 4cido a neutro. A densidade da carga e a
solubilidade dependem do grau de desacetilagio. Somente a quitosana com grau de
desacetilacdo superior a 50% ¢ solivel em meio aquoso acido. A quitosana apresenta
sensibilidade ao pH, pois dissolve—se facilmente em valores de pH acidos, mas ¢ insoluvel a
intervalos de pH mais elevados A quitosana ¢ insolivel em &4gua, 4cidos concentrados
inorganicos, alcalis, alcool e acetona, sendo completamente solivel em solugdes de acidos
organicos, quando o pH da solu¢ao ¢ menor que 6,0, como acido féormico, acético, tartarico e
acidos citricos (WANDREY et al., 2010).

A massa molar depende da fonte e da tecnologia de isolamento, mas pode atingir
valores de cerca de 5 x 10° g mol™. As massas e oligdmeros molares inferiores sio obtidos
pela degradacao da cadeia em varias condigdes que produzem frequentemente produtos, que
diferem da composi¢do e disposi¢do das sequéncias das moléculas. A natureza mucoadesiva
da quitosana a torna uma boa candidata para prolongar o tempo de residéncia e aumentar o
tempo de liberagdo do encapsulante no meio gastrointestinal. A quitosana forma géis com
tripolifosfato e alginato. Além disso, tem uma 6tima capacidade de formacdo de filmes. Os

grupos amino e hidroxila da quitosana sdo quimicamente reativos € podem ser modificados
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(FATHI et al., 2014). Os grupos amino estao disponiveis para reagdes quimicas (preparacao
de derivados) e formagdo de sais com 4cidos. Os grupos hidroxila C—6 (primario) e C-3
(secundario) também podem ser utilizados na preparacao de derivados (RINAUDO, 2006).

A alta hidrofilicidade da quitosana, devido ao grande nimero de grupos hidroxila
e grupos amino presentes na cadeia polimérica, permite sua utilizacdo como biomaterial na
forma de micro e nanoparticulas, gel e membrana em diversas aplicagdes, como veiculo de
liberagdo de farmacos, bandagens, géis injetdveis, membranas periodontais, etc
(LARANJEIRA; FAVERE, 2009). Além disso, nas aplicagdes da industria alimenticia, recebe
interesse mundial, pois além de ser obtida de recursos naturais renovaveis, ¢ biologicamente
reprodutivel, biodegradavel, biocompativel, ndo toxica e com funcdo bioldgica. Na industria
de alimentos ¢ aplicada como antioxidante, agente antimicrobiano, proporciona a recuperagao
de proteinas soluveis e pode ser utilizada como revestimento comestivel (KLAYPRADIT;

HUANG; 2008).

3.4.1.1 Origem e produgdo da quitosana

A quitina, principal fonte de quitosana, possui uma produgdo anual de
aproximadamente 10'? toneladas em biomassa (WANDREY et al., 2010). A quitina esta
presente nas carapagas dos crustaceos, nos exoesqueletos dos insetos e nas paredes celulares
de fungos, sendo suas principais fontes naturais os residuos de camarao, siri e lagosta. A partir
dessa matéria—prima, rejeito abundante e com relativo baixo cus da industria de alimentos
marinhos, € produzida a quitina (WESKA et al., 2007).

A separacdo da quitina, normalmente envolve a execugao de tratamentos quimicos
sequenciais destinados a eliminar as substancias que a acompanham. A sua extragdo a partir
dos exoesqueletos de crustaceos consiste na desmineralizagdo, desproteinizagao, € remogao de
pigmentos (etapa também de desodoriza¢do). Na desmineralizagdo podem ser utilizadas
solugdes aquosas de diferentes acidos. Nesta etapa sdo eliminados os sais minerais,
principalmente carbonato e fosfato de célcio. Devem ser evitadas condigdes vigorosas, pois
podem provocar a despolimerizacdo e, consequentemente, a degradacdo da estrutura da
quitina, o que alteraria o seu carater macromolecular. A eliminagdo das proteinas presentes na
matéria prima pode ser utilizando tratamento com diferentes bases. Assim como na
desmineralizagdo, as condigOes utilizadas devem ser brandas a fim de evitar ou minimizar a

hidrdlise e despolimerizagdo na molécula de quitina. Por fim, a remo¢do dos pigmentos,
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quando presentes, pode ser feita por extragdo com solventes ou por branqueamento (WESKA
et al., 2007).

A obtengdo da quitosana pode ser realizada enzimaticamente ou por desacetilacdo
alcalina da quitina, sendo este ultimo método o mais utilizado (WANDREY et al., 2010).
Quando a quitosana ¢ preparada pela N—desacetilagdo da quitina, sdo feitos tratamentos com
solucdes alcalinas concentradas a altas temperaturas. Dentre os fatores que controlam a
velocidade da desacetilagdo, a distribuicdo das unidades desacetiladas ao longo da cadeia e a
massa molar podem ser citados a concentracdo alcalina, relagdo entre solucdo alcalina e
quitina, tempo e temperatura como os mais importantes. Durante o curso da desacetilagdo,
parte das ligacdes N—acetil do polimero sdo rompidas com a formagdo de unidades de D—
glucosamina que contém um grupo aminico livre, aumentando a solubilidade do polimero em
meios aquosos. Apds a desacetilacdo, o polimero ja ¢ considerado quitosana, e geralmente
passa por um processo de purificagdio para diminuir o conteido de cinzas e,

consequentemente, concentrar a quitosana (WESKA et al., 2007).

3.4.2 Gelatina

As proteinas sdo macromoléculas naturais compostas por cadeias lineares de
aminoacidos. As proteinas tém um papel central em todos os organismos vivos com uma
ampla gama de fun¢des. Grandes quantidades de proteinas sdo diretamente usadas como
alimentos. A gelatina ¢ uma proteina derivada do tecido animal conhecida desde a
antiguidade, usada pela primeira vez como cola em 6000 ac. Este biopolimero ¢ derivado da
hidrolise parcial do colageno, e consiste em proteinas (85-92%), sais minerais ¢ agua. O
colageno ¢ o principal constituinte de todo o tecido conjuntivo fibroso branco que ocorre em
animais (cartilagem, tenddes, peles e 0ssos). A estrutura quimica da gelatina ¢ mostrada na
Figura 3

As gelatinas, na sua forma pura, apresentam—se como de so6lidos translucidos e
quebradicos, incolores ou ligeiramente amarelados, quase insipidos e inodoros. As gelatinas
sdo fundidas quando aquecidas e solidificam—se quando s3o novamente arrefecidas. As
gelatinas de mamifero se dissolvem em 4gua quente formando solugdes de alta viscosidade,
que gelificam a refrigeragdo abaixo de 35—40 °C. A gelatina também ¢ soluvel na maioria dos
solventes polares. As solugdes aquosas mostram fluxo viscoelastico e birrefringéncia de
transmissao. A solubilidade da gelatina ¢ determinada pela fonte e pelo método de fabricacao

(WANDREY et al., 2010)..
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Figura 3 — Estrutura quimica da gelatina.
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Fonte: Sahoo et al. (2015).

As moléculas de gelatina contém sequéncias repetidas de aminoacidos, como por
exemplo, glicina, prolina e alanina. A estrutura primdria da gelatina oferece muitas
possibilidades de modificagdo quimica e agregacdo de medicamentos covalentes. Isso pode
ser feito dentro da matriz ou apenas na superficie da macromolécula. No passado, as
modifica¢des quimicas eram feitas nas macromoléculas de gelatina. Com a nanotecnologia, a
superficie das particulas ¢ usada. Essas propriedades, combinadas com o alto potencial de
sistemas de entrega de nanotecnologia, tornam as nanoparticulas a base de gelatina um
sistema promissor de transporte para entrega de farmacos (SAHOO et al., 2015). A gelatina ¢
utilizada como o principal ingrediente das cépsulas na industria farmacéutica. Uma
propriedade importante dessas capsulas ¢ que derretem em 4gua a uma temperatura acima de
30°C, e liberam facilmente os medicamentos que contém no trato digestivo humano devido a
temperatura, pH géstrico e enzimas digestivas (DUCONSEILLE et al., 2015; WANDREY et
al., 2010). As nanoparticulas a base de gelatina sdo promissoras por serem obtidas de fontes
renovaveis, serem biocompativeis, reciclaveis e abundantes, possuem capacidade de ligagao
de varios grupos ativos, além de maior estabilidade durante o armazenamento e in vivo

(SAHOO et al., 2015).

3.4.2.1 Origem e produgao da gelatina

As fontes mais abundantes para a produ¢do de gelatina sdo pele de suinos (46%),
peles bovinas (29,4%), ossos de suinos e bovinos (23,1%) e peles de pescado (1,5%)
(DUCONSEILLE et al., 2015; WANDREY et al.,, 2010). Dependendo da matéria—prima
utilizada (fonte e idade do animal), o coldgeno ndo possui exatamente a mesma estrutura,

composicdo e propriedades, e a gelatina também nao. A molécula de coldgeno, composta por



47

trés cadeias o entrelacadas, chamada de tripla hélice, adota uma estrutura tridimensional que
fornece uma geometria ideal para pontes de hidrogénio. O coldgeno ¢ geralmente extraido
com tratamento acido e solubilizado sem alterar a sua tripla hélice. Contudo, o tratamento
térmico cliva as pontes de hidrogénio que estabiliza a configuracao da tripla hélice, e converte
a sua conformacdo helicoidal em conformagdo espiralada resultando em gelatina. A
desnaturacdo do colageno provoca a separagdo total ou parcial das cadeias devido a destrui¢ao
das pontes de hidrogénio, causando a perda da conformagdo da tripla hélice. Portanto, o
colageno e a gelatina sdo diferentes formas da mesma macromolécula, e a gelatina ¢ a forma
parcialmente hidrolisada do colageno. A composicao de aminoacidos da gelatina é similar ao
do coladgeno de onde foi obtida, e ¢ caracterizada pela sequéncia de gly—x—y, onde x ¢é na
maior parte prolina e y ¢ hidroxiprolina (WANDREY et al., 2010).

A conversdo do colageno em gelatina pode ser obtida através do aquecimento
deste, em meio acido ou alcalino, resultando em dois tipos de gelatina: gelatina de tipo A por
tratamento com acido (pH 1,5-3,0) e tipo B por tratamento alcalino (pH 12). O processo de
obtengdo da gelatina consiste de trés etapas: tratamento da matéria—prima, extracdo da
gelatina e purificacdo/secagem (DUCONSEILLE et al., 2015; SILVA et al., 2011).

A preparagdo industrial de gelatina envolve a hidrdlise controlada da estrutura
organizada do coldgeno para obter gelatina soluvel, através de um pré-tratamento acido ou
alcalino da matéria—prima. Em seguida, este material ¢ submetido a uma desnaturagdo
térmica. Durante a desnaturagdo, a molécula de colageno ¢ quebrada em pequenos fragmentos
e as triplas hélices sdo separadas, fazendo com que as massas molares variem dependendo da
preparagdo e fonte da matéria—prima. A hidrolise do colageno pode atingir trés resultados:
formar trés cadeias o independentes, formar uma cadeia 3 € uma o, ou apenas uma cadeia vy,
cuja principal diferenga ¢ a massa molar da gelatina. Para a forma o, a massa molar varia de
80 a 125 kDa, para a 3, de 160 a 250 kDa e a forma y possui a massa molar de 240 a 375 kDa.
As maiores massas molares usualmente sdo caracteristicas de melhores preparagdes (KARIM;
BHAT, 2009).

A severidade do tratamento de extragdo ¢ determinante para as propriedades
funcionais. Gelatinas resultantes de extragdes em maiores temperaturas apresentam perfil de
massa molar menor do que as fracOes resultantes de extracdes em menores temperaturas
(ARNESEN; GILDBERG, 2006). A forca do gel ¢ a principal propriedade reoldgica da
gelatina, e o seu valor comercial ¢ baseado principalmente no seu valor de grau Bloom, que ¢
a for¢a do gel, ou poder geleificante. Além da influéncia da composi¢do de aminoacidos e

distribuicdo da massa molar da gelatina, a forca do gel pode variar também com sua
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concentragdo, temperatura e tempo de maturacdo (CHOI; REGENSTEIN, 2000). Outra
caracteristica importante ¢ a temperatura na qual uma solucdo de gelatina muda do estado
solido ao estado liquido, e vice-versa (temperaturas de gelificacdo e de fusdo). Estas
propriedades sdo governadas pelas propor¢des dos aminoacidos prolina e hidroxiprolina no
coldgeno in natura, pela massa molar, assim como as complexas interagdes determinadas pelo
raio das cadeias o e B presentes na gelatina (HAUG et al., 2004).

Numerosos tipos de gelatina comercial estdo disponiveis no mercado. As gelatinas
comerciais sdo misturas proteicas heterogéneas de polipeptidios constituidas por 18
aminoacidos especificos (SAHOO et al., 2015; WANDREY et al., 2010). As gelatinas sao
anfifilicas, o que fornece boa propriedade emulsionante, ¢ podem se comportar como
polieletrdlitos em solucdo aquosa, dependendo do pH. Os pontos isoelétricos das gelatinas
tipo A estdo na faixa de pH 7-9,4, enquanto que as gelatinas tipo B possuem pontos
1soelétricos na faixa de pH 4,8-5,5. Além dessas diferencas, as gelatinas de tipo A geralmente
tém viscosidades intrinsecas mais baixas para uma determinada massa molar do que as do tipo
B. As propriedades funcionais sdo dependentes das suas propriedades fisico—quimicas e
estruturais, que sdo determinantes para definir sua aplicabilidade (DUCONSEILLE et al.,
2015).

3.5 CARACTERIZACAO DE NANOCAPSULAS POLIMERICAS DE NUCLEO OLEOSO

Dentre os fatores ambientais que podem afetar a estabilidade das nanocapsulas
contendo concentrados de AGI estdo: temperatura, luz e oxigénio. Esses fatores podem
ocasionar reagdes quimicas e fisicas, como alteragcdes no tamanho e distribuigdo de tamanho
das particulas, formacao de precipitados, oxidagdo e hidrolise de componentes do sistema. O
estudo da estabilidade deve incluir a caracterizacdo do produto final e, a avaliacdo da
estabilidade em funcdo do tempo de armazenamento da formulagdo contendo as
nanocépsulas. Vdarias sdo as andlises importantes para atestar a qualidade do produto final,
como estabilidade, tamanho de gota e distribui¢do, potencial Zeta, forma de associagao,
comportamento térmico, indice de refragdo, além do aspecto macroscopico (SCHAFFAZICK

et al., 2003).

3.5.1 Estabilidade das suspensoes
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As emulsdes sdao sistemas termodinamicamente desfavoraveis que tendem a
quebrar ao longo do tempo devido a uma variedade de mecanismos fisico—quimicos,
incluindo a separagdo gravitacional, floculagdo, coalescéncia e matura¢do de Ostwald. Todos
esses mecanismos de instabilidade levam a uma mudanga na organizagao estrutural dos varios
componentes dentro do sistema (PIORKOWSKI; McCLEMENTS, 2014). Os testes de
estabilidade para nanoemulsdes sdo muito mais simples e menos requeridos em comparagao
com dispersdes grosseiras, como emulsdes e suspensdes, onde o didmetro das gotas e as
mudangas de fase ocorrem com mais frequéncia (QADIR et al., 2016).

A separacdo gravitacional ¢ uma das formas mais comuns de instabilidade fisica
em emulsdes comerciais, € pode assumir a forma de creme (creaming index) ou sedimentagao,
dependendo da densidade relativa das goticulas de 6leo e da fase aquosa circundante. O creme
¢ o movimento ascendente das goticulas quando apresentam uma densidade mais baixa do que
a fase aquosa, enquanto que a sedimentagdo ¢ o movimento descendente das goticulas quando
elas apresentam uma densidade maior que a fase aquosa. Um dos problemas mais comuns
relatados em emulsdes de bebidas ¢ o ringing, que ¢ o acimulo de um anel visivel de
goticulas de 6leo no topo de um produto. Este efeito chamado creaming index pode ocorrer
porque a populacdo de goticulas na emulsdo inicial era muito grande ou porque ocorreu algum
crescimento de goticulas durante o armazenamento, por exemplo, devido a floculagdo,
coalescéncia ou maturagdo de Ostwald. Para uma primeira aproximacao, a velocidade que
uma gota de 6leo move para cima em uma emulsdo diluida devido a gravidade ¢ dada pela lei
de Stokes (PIORKOWSKI; McCLEMENTS, 2014).

A estabilidade da emulsdo ¢ controlada pelas propriedades do filme interfacial
formado entre a fase aquosa e a oleosa e, pelas caracteristicas fisico-quimicas da camada de
adsorcdo formada na superficie dos globulos dispersos. Essas propriedades incluem, além da
diminui¢cdo da tensdo interfacial, as caracteristicas da solucdo continua proxima a interface,
dependentes da composi¢do e da concentragdo do agente tensoativo e/ou polimeros utilizados
(HOLMBERG, 2010). Esse filme pode induzir forcas estéricas e eletrostaticas repulsivas
entre globulos proximos. A adigdo de tensoativos permite a formagdo de uma monocamada
adsorvida a interface, ¢ uma dupla camada i6nica pode ser formada ao redor dos gldbulos
(CAPEK, 2004).

A camada de recobrimento geralmente tem uma densidade maior do que as fases
de o6leo, de modo que um aumento na fragdo de volume de material de parede tende a
aumentar a densidade global das particulas. Isso tem implicagdes importantes para a

prevencdo da separagdo gravitacional em emulsdes de bebidas com tamanhos de goticulas
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pequenas, uma vez que reduz o contraste de densidade entre as particulas e a fase aquosa.
Além disso, particulas muito pequenas podem realmente sedimentar em vez de formar creme
se contiverem camadas emulsionantes suficientemente grossas e densas. Assim, deve ser
possivel produzir particulas de densidade adequada em emulsdes controlando o tamanho do
nicleo de o6leo e a espessura da camada do material de parede adsorvido, formando as

nanocapsulas poliméricas com ntcleo oleoso (PIORKOWSKI; McCLEMENTS, 2014).

3.5.2 Espalhamento de Luz Dinimico (ELD) e indice de Polidispersio (IPD)

A propriedade fisica mais importante de nanoparticulas ¢ o tamanho, que deve ser
estimado com precisao e também pode corresponder a uma distribuicao de tamanho. Desde o
advento do interesse em nanotecnologia, as medi¢des das nanoparticulas j4 percorram um
longo caminho. A dispersdo de luz ¢ uma das técnicas mais comumente utilizadas para a
determinagdo do tamanho das particulas em alimentos (BRAR; VERMA 2011).

Espalhamento de luz dinamico, também conhecido como espectroscopia de
correlacdo de fotons ou dispersdo de luz, ¢ uma técnica usada para medir o movimento
browniano que relaciona este movimento a um didmetro hidrodindmico equivalente com o
movimento de particulas menores que estdo sendo superestimados através da equacao de
Stokes—Einstein. Através da iluminagdo das particulas com um laser e analisando as
flutuagdes de intensidade na luz dispersa, o ELD permite calcular o tamanho das particulas.
Através da aplicacdo da funcdo de autocorrelagdo e calculo subsequente do decaimento
exponencial, o tamanho médio das particulas pode ser calculado a partir flutuacdes
dependentes do tempo na intensidade da luz. ELD fornece uma avaliacdo rapida e adequada
do tamanho e, ¢ frequentemente usado para avaliar a distribuicdo de tamanho das particulas,
bem como a estabilidade do seu tamanho durante o armazenamento (BRAR; VERMA 2011;
LIM et al., 2013; QADIR et al., 2016).

A distribuicdo de tamanho das goticulas presente em uma nanoemulsdo tem
grande impacto sobre sua estabilidade fisica e suas propriedades Opticas. Para isso,
imediatamente apds o processo de fabricagdo ¢ muito importante que se obtenha a distribuicao
do tamanho das gotas, para garantir que o produto final atendeu aos critérios de qualidade
esperados. Pode também ser importante para medir alteracdes na distribuigdo de tamanho de
gota do produto durante a armazenagem, ou acompanhar um ensaio de armazenagem
acelerada para prever a sua estabilidade em longo prazo (McCLEMENTS, 2007;
PIORKOWSKI; McCLEMENTS, 2014).
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A mudanga das propriedades reologicas deve—se principalmente a variacao de
didmetro médio de gota. As proteinas, por exemplo, sdo substancias com atividade de
superficie utilizadas para estabilizar as emulsdes por adsor¢do na interface dleo—agua, desse
modo, reduzindo a tensdo interfacial, e formando uma barreira de energia mecanica na
interface contra coalescéncia no sistema de emulsdo. A maioria dos sistemas de emulsdo
usados em alimentos e bebidas apresentam um comportamento de pseudoplasticidade, o que ¢
importante para diminuir a viscosidade sob fluxo durante o consumo (ZHANG et al. 2014).

A concentragdo de particulas dentro de uma classe de tamanhos ¢ geralmente
apresentada como volume ou nimero por cento, enquanto que o tamanho das particulas ¢
normalmente apresentado como o raio da particula, quer do ponto médio ou do didmetro. A
mesma distribui¢do de tamanho de particula pode parecer muito diferente se for representada
graficamente como volume versus tamanho de particulas ou como nimero versus tamanho de
particulas. Emulsdes de bebidas comerciais, por exemplo, sdo sempre sistemas polidispersos
que podem ser caracterizados como sendo "monomodal", "bimodal" ou "multimodal"
dependendo se ha um, dois, ou mais picos na distribuicdo de tamanho de particula. O ideal ¢ a
obtencdo de uma distribuigdo monomodal estreita, o que normalmente fornece a melhor
estabilidade em longo prazo. Por exemplo, pode ser possivel detectar uma pequena populagao
de particulas grandes que podem causar problemas com a formagdo de creme durante a
armazenagem em longo prazo (LIM et al., 2013; PIORKOWSKI; McCLEMENTS, 2014).

Um segundo nimero importante ¢ o indice de polidispersdo (IPD), que ¢ uma
medida da largura da distribuicdo de tamanho de particula. A polidispersdao ¢ um parametro
calculado da andlise da funcdo de autocorrelagio em medidas de espalhamento de luz
dindmico. Nesta andlise assume—se que as particulas possuem tamanho Unico € um ajuste
exponencial simples ¢ aplicado a fun¢do de autocorrelacdo. Os valores de polidispersdo
variam de 0 a 1. Um valor mais alto indica uma distribuicdo menos homogénea no tamanho
das nanoparticulas. Tipicamente, os didmetros medidos com ELD variam entre 100 ¢ 300 nm
e possuem um indice de polidispersdo inferior a 0,3. E importante saber como interpretar
intensidade, volume e numero. Indices de polidispersio inferiores a 0,1 sio tipicamente
referidos como "monodisperso". Se este ndo for o caso, entdo a amostra ¢ polidispersa e
contém tamanhos variados de particulas. Uma vez que cada tamanho tem uma fungdo de
correlagdo diferente, mais ampla sera a distribuicao, e pior sera o ajuste. Se a polidispersao for
superior a 0,3, significa que as distribui¢des sao multimodais, mostrando picos multiplos, isto
¢ um sinal adicional de que a amostra ¢ polidispersa ou existem particulas contaminantes

misturadas com a amostra (LIM et al., 2013; NANOCOMPOSIX, 2015).
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3.5.3 Potencial Zeta

Alteragdes na superficie das nanoparticulas podem ser medidas pela estimativa do
potencial de superficie, densidade de grupos funcionais ou pelo aumento na hidrofilia da
superficie. Um dos métodos para medir essas alteracdes ¢ a determinagdo do potencial Zeta
das suspensoes. O potencial Zeta reflete a composicao da interface das nanoparticulas, seja
em relacdo aos tensoativos utilizados ou em relagdo a presengca de moléculas com carga
localizadas na interface. A determinagdo do potencial Zeta ¢ geralmente realizada utilizando
técnicas eletroforéticas especificas. Elevados valores de potencial Zeta, acima de 20mV,
positivos ou negativos, sugerem suspensoes de nanocapsulas mais estaveis, devido a repulsio
entre as particulas que previne sua agregacao. O potencial Zeta pode ser uma maneira efetiva
de controlar o comportamento de nanoparticulas, j& que indica mudancas no potencial de
superficie e na for¢a de repulsdo entre as particulas (BENITA; LEVY, 1993; PIORKOWSKI;
McCLEMENTS, 2014; ROLAND et al., 2003).

Para as emulsdes estéricamente estabilizadas, a carga de goticulas pode ndo ser
importante em termos de sua estabilidade fisica, mas ainda pode ser importante em sistemas
onde ocorrem reagdes quimicas dentro das goticulas de oleo, que sdao induzidas por espécies
i0nicas soluveis em agua, como a oxidacao de AGI por metais de transicado (PIORKOWSKI;
McCLEMENTS, 2014). O potencial Zeta pode ser determinado na formulagdo de
nanoemulsdes ricas em AGI para indicar a estabilidade desejada e a carga da superficie
(VYAS; SHAHIWALA; AMIJI, 2008).

O limite entre as fases de 6leo e de dgua numa emulsdo ¢ constituido por uma
zona estreita que rodeia cada gota de dleo, e contém uma mistura de 6leo, dgua, e moléculas
de emulsionantes, bem como, eventualmente, outras espécies moleculares. A regido
interfacial faz uma fracdo significativa do volume de uma gota quando o didmetro das
goticulas ¢ inferior a 1 mm. A regido interfacial pode influenciar muitas propriedades fisico—
quimicas importantes e propriedades sensoriais de nanoemulsdes, incluindo a sua
estabilidade, reologia, sensagdo na boca e sabor. Algumas das propriedades mais importantes
da regido interfacial sdo: composi¢do, organizacdo estrutural, espessura, reologia, tensao
interfacial e carga. A carga elétrica na interface da goticula influencia a sua interagdo com
outras moléculas carregadas, bem como a sua estabilidade para a agregacdo. A espessura e a
reologia da regido interfacial influenciam a estabilidade de emulsdes, a separagdo

gravitacional, a coalescéncia e a floculagdo. Por este motivo, muitas vezes ¢ importante ter um
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conhecimento sobre as propriedades interfaciais das goticulas em uma emulsdo, e para
estabelecer os principais fatores que as influenciam (PIORKOWSKI; McCLEMENTS, 2014).

A investigacdo da natureza das ligagdes entre o material de parede e as goticulas
lipidicas, e da influéncia desta natureza nas propriedades fisico—quimicas da emulsdo pode
revelar informagdes uteis para a formulacao de novos alimentos com diferentes propriedades
reoldgicas (YUAN et al., 2013). A incorporagdo de um agente tensoativo na emulsdo diminui
a tensao interfacial entre 6leo e fase aquosa, que por sua vez reduz a viscosidade da emulsao.
O comportamento interfacial € um aspecto importante tanto para a formagao da nanoemulsao

quanto para a estabilidade (ZHANG et al. 2014).

3.5.4 Difracao de raios X (DRX) e calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

Os lipidios podem apresentar diferentes formas polimorficas. O polimorfismo ¢
observado devido a organizagdo das cadeias de alcanos nos empacotamentos o (hexagonal),
B’ (ortorrombica) e B (triclinica). O empacotamento hexagonal a € a forma mais desordenada,
a ortorrombica B’ é menos desordenada e o empacotamento triclinico § € o mais organizado.
Desta forma, para uma aplicagdo industrial das particulas € necessario controlar este
polimorfismo (ALLAIS, 2003; BUNJES et al., 2007). A estrutura polimorfica tem influéncia
direta na eficiéncia de encapsulamento e na liberacdo do ativo durante o processo de
estocagem sendo, portanto, muito importante a sua caracterizagdo. Uma das técnicas
empregadas para caracterizar a estrutura polimorfica das nanocapsulas lipidicas ¢ a difragdo
de raios-X, que determina o comprimento dos espagamentos longos e curtos do reticulo
lipidico. Além disto, a difragdo de raios-X permite diferenciar entre um material amorfo € um
material cristalino e serve para, por exemplo, avaliar a influéncia do constituinte 6leo presente
em nano estruturas (MEHNERT; MADER, 2001; MULLER et al., 2000; RUKTANONCHAI
et al., 2008).

As técnicas de difragdo de raios-X sdo uma familia de técnicas analiticas ndo—
destrutivas que revelam informagdes sobre a estrutura cristalografica, composi¢cao quimica e
propriedades fisicas dos materiais. DRX ¢ baseada na observagao da intensidade dispersa de
um feixe de raios-X atingindo uma amostra como uma funcdo de angulos incidentes e
dispersos, polarizagdo e comprimento de onda ou energia. DRX ¢ utilizado principalmente
para a identificagdo de materiais monofasicos, determinacdo da estrutura cristalina,
identificacdo e andlise estrutural de amostras, reconhecimento de materiais amorfos em

misturas parcialmente cristalinas, determinacdo do tamanho do cristal a partir da analise do
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alargamento do pico e estudo da expansdo térmica em estruturas cristalinas, usando
equipamento de aquecimento por etapas. E importante a associa¢do desta técnica com a
técnica de calorimetria diferencial de varredura (DSC), visto que, o DSC permite diferenciar
s6lidos amorfos e liquidos (MEHNERT; MADER, 2001; MULLER et al., 2000; QADIR et
al., 2016; RUKTANONCHAI et al., 2008).

Além das analises das substancias que compoe os Oleos ricos em AGI, pesquisas
tém sido conduzidas com o objetivo de verificar a qualidade dos alimentos enriquecidos.
Dentre as pesquisas pode—se citar a analise do efeito da temperatura de processamento a que
esses alimentos sdo submetidos. A calorimetria exploratoria diferencial (DSC) monitora
efeitos de calor associados com transi¢des de fase e de reagdes quimicas, como uma fungao da
temperatura. A referéncia ¢ um material inerte. As temperaturas da amostra e do material
inerte sofrem um aumento a taxa constante. A amostra de referéncia deve ter uma capacidade
calorifica bem definida nos intervalos de temperaturas a serem verificados. Durante o
aquecimento de uma amostra, por exemplo, desde a temperatura ambiente até a sua
temperatura de decomposi¢do, picos de variacdo de entalpia podem ser obtidos, cada pico
corresponde a um efeito de calor associado com um processo especifico, tal como
cristalizacdo ou fusdo (BANERJEE et al., 2013; REY et al., 1993).Devido a capacidade
calorifica da célula de DSC ser conhecida, esta diferenca de temperatura pode ser convertida
em entalpia. A representagdo grafica da técnica DSC ¢ observada em curvas chamadas
termogramas. Os eventos térmicos sao representados por picos ou desvios da linha da base da
curva e, por convengdo, assume—se que eventos acima da linha da base sdo exotérmicos, e
abaixo sdo endotérmicos. A area do pico pode ser relacionada com a variagdo da entalpia
(GRANATO; NUNES, 2016).

A técnica DSC pode ser utilizada para adquirir informagdes qualitativas sobre o
estado fisico do concentrado de AGI presentes na nanoemulsdo. As curvas DSC podem ser
utilizadas com sucesso para detectar transi¢oes de fase, incluindo o revestimento de regides
cristalinas, e para analisar a propor¢ao de gordura sélida ou a propor¢ao de cristais de gelo da
nanoemulsdo. Os termogramas obtidos pela analise de DSC fornecem a temperatura e o calor
de fusdo das amostras, e esta técnica pode também ser utilizada para a determinagdo da
morfologia dos cristais das amostras, que também pode ser verificada por difragdo de raios-X

(BANERIJEE et al., 2013; REY et al., 1993).
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3.5.5 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

A radiacdo infravermelha (IR) corresponde aproximadamente a parte do espectro
eletromagnético situadas entre as regides do visivel e das micro-ondas. A por¢cdo de maior
utilidade para as analises estdo situadas entre 4000 cm™ e 400 cm . A espectroscopia de
infravermelho baseia—se em uma radiacdo infravermelha que passa através de uma amostra,
onde ¢ principalmente absorvida pela amostra e uma parte dela ¢ transmitida. O espectro
resultante representa a absor¢do e transmissdo molecular, criando a impressao digital da
amostra. Cada amostra apresenta seus picos de absor¢do caracteristicos que correspondem as
frequéncias de vibragdes entre as ligagdes dos atomos do material. Como cada material
diferente ¢ uma combinagdo Unica de atomos, nenhum composto produz o mesmo espectro
infravermelho. Portanto, a FT-IR resulta em identificagdo positiva de diferentes adigdes de
materiais ao tamanho dos picos no espectro que ¢ uma indicagdo direta da quantidade de
material presente na amostra (QADIR et al., 2016; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE,
2007).

Na FT-IR a radiagdo contendo todos os comprimentos de onda ¢ separada em
dois feixes. Um deles permanece fixo, € o outro se move (espelho mével). Fazendo—se variar
as distancias percorridas pelos dois feixes, obtém—se uma sequéncia de interferéncias
construtivas e destrutivas e, consequentemente, variagdes na intensidade de radiagdo recebida
pelo detector, chamado interferograma. Uma transformacdo de Fourier converte o
interferograma obtido, dando origem ao espectro completo de infravermelho. As principais
vantagens da FT-IR sdo de que ela pode determinar a qualidade ou consisténcia de uma
amostra, 0 pequeno tempo necessario para analises (porque todas as frequéncias sdo medidas
simultaneamente) e o fato de ser um método muito sensivel. Essas vantagens tornam as
medidas feitas por FT-IR extremamente precisas e reprodutiveis (QADIR et al., 2016;
SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007).

De acordo com Belhaj et al. (2010), a estabilidade oxidativa de amostras pode ser
acompanhada, entre outros métodos, por espectroscopia de infravermelho (FT-IR). Ela
permite a determinagdo quantitativa e qualitativa de compostos organicos em amostras ¢ a
intensidade das bandas no espectro ¢ proporcional a concentragdo. O aumento da oxidagao ¢

monitorado pelo crescimento da banda de absor¢ao na regido da hidroxila.
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3.5.6 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

A morfologia das particulas e estado de agregacdo podem ser verificados
utilizando alguma forma de microscopia. A microscopia Optica convencional s6 pode ser
utilizada para estudar microestruturas grandes (d>1000 nm), sendo insuficiente para estudar a
morfologia de nanoparticulas devido a sua resolugdo da microscopia. Neste caso, a
microscopia electronica ¢ mais adequada, tendo a resolucao necessaria para estudar particulas
nanométricas (JOYE; McCLEMENTS, 2014).

MEV ¢ capaz de produzir imagens de alta resolugdo de uma superficie de amostra.
As imagens t€ém uma aparéncia tridimensional caracteristica e sdo uteis para determinar a
estrutura da superficie. Também ¢ capaz de produzir imagens de alta resolugdo com maior
ampliacdo. A maior ampliagdo produz maior profundidade de campo, maior resolucdo e
facilidade de observagdo de amostras (QADIR et al., 2016).

A analise por MEV pode fornecer informagdes sobre as caracteristicas de
superficie, tais como composi¢do e topologia. As amostras devem ser congeladas, secas ou
fraturadas e, posteriormente, revestidas com compostos de metal, o que significa que € preciso
ter cuidado para que a estrutura da amostra nao seja alterada antes da observacao (JOYE;
McCLEMENTS, 2014). As micrografias podem verificar caracteristicas fisicas das particulas
apos determinado periodo de armazenamento e, verificar se houve degradacdo em relagdo ao
material no tempo inicial. Além disso, as imagens de MEV podem ser utilizadas para a
visualizagao da morfologia de microcapsulas secas por liofilizacdo, onde apds a secagem da
suspensao sao esperadas superficies altamente porosas (KARACA et al., 2013), e também

para verificar a integridade das particulas ap6s a sua adi¢do no alimento.

3.6. METODOS DE SECAGEM

Para o desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas existe a dificuldade de
incorporar farmacos, o que exige o desenvolvimento de formulagdes, e o estudo das
estabilidades quimica e fisica em longo prazo, uma vez que estas sdo preparadas em meio
liquido. Agregacao e fusdo das particulas podem ocorrer ap6s um longo periodo de estocagem
(DE JAEGHERE et al., 1999), além de degradacdo dos constituintes da formulagdo e
contaminagao microbiana.

Os produtos alimenticios baseados em preparagdes por emulsificacdo apresentam

algumas desvantagens, como o risco de oxidacdo. Nestes sistemas sugere—se que a oxidagéo
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lipidica ¢ iniciada na interface entre a fase oleosa e a fase aquosa, ou entre a fase oleosa e o ar.
Como a fase continua ¢ aquosa, pode ocorrer degradagdo polimérica por hidrodlise, além da
instabilidade fisico-quimica, em virtude da agregacdo e sedimentagdo das particulas
(SCHAFFAZICK et al., 2003).

Tendo em vista que, estes problemas fisico-quimicos e microbioldgicos possam
ser retardados ou evitados através de uma operagdo de secagem, vém crescendo o interesse
pelo desenvolvimento de formas solidas (como microestruturas) para as nanocapsulas,
ampliando as perspectivas para a utilizacdo destes sistemas carreadores de farmacos
(SCHAFFAZICK et al., 2003).

O estudo de secagem refere—se a remocgao de agua e outros liquidos ou solventes
organicos de materiais solidos. A secagem ou desidratagdo de materiais bioldgicos se usa
também como uma técnica de preservagdo. Os microrganismos que provocam a
decomposi¢cdo dos alimentos ndo podem crescer e multiplicar—se em auséncia de agua,
apresentando suas atividades diminuidas quando o conteudo de agua se reduz a menos que 10
g 100g™" (base imida, b.u.). Porém, geralmente é necessario reduzir este contetido de umidade
para cerca de 5 g 100g™" (b.u.) para preservar o valor nutritivo. Materiais secos podem ser
armazenados por grandes periodos de tempo sem perda de suas caracteristicas
(GEANKOPLIS, 1998). A secagem das suspensdes de nanoparticulas pode ser realizada
através da operacdo de sublimagdo (liofilizagdo), e esta operacdo ¢ indicada para ingredientes

sensiveis ao calor (SCHAFFAZICK et al., 2003).

3.6.1 Liofilizacao

Alguns produtos alimenticios, farmacéuticos e bioldgicos que nao devem ser
expostos a altas temperaturas em uma secagem convencional, podem ser secos por
liofilizacdo. Em geral, o material a ser seco ¢ exposto a um ambiente muito frio. A liofilizagao
ou criosecagem ¢ uma operacdo de desidratagdo de produtos em condi¢des de pressdo e
temperatura tais que a agua, previamente congelada, passa do estado solido diretamente para
estado gasoso (sublimacdo) (ORDONEZ et al., 2005). Segundo Reis et al. (2006), a
liofilizagio pode ser um processo altamente estabilizador. E geralmente aplicada para
melhorar a estabilidade fisico-quimica das nanoparticulas para conseguir um produto

industrialmente aceitavel, especialmente nos casos em que as condigdes de armazenamento

sdo desfavoraveis.
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J4

Como a liofilizagdo ¢ realizada em baixas temperaturas e na auséncia de ar
atmosférico, as caracteristicas nutritivas do produto final praticamente ndo sdo alteradas. O
congelamento ¢ considerado o ponto mais importante do processo. Tem como objetivo
transformar as solugdes aquosas da amostra em uma mistura de duas fases: uma constituida
por cristais de gelo, e a outra pela solugdo concentrada dos solutos. O tipo ¢ a velocidade de
congelamento apresentam grande repercussao na estrutura final do produto, pois a
distribuicao de poros neste depende do tamanho e da localizagao dos cristais de gelo formados
(ORDONEZ et al., 2005).

A segunda etapa ¢ a secagem. Dependendo das condigdes de temperatura e de
pressdo, qualquer substancia pode se apresentar sob um dos trés estados de agregacao: sélido,
liquido ou gasoso. Em determinadas condi¢des podem coexistir duas ou trés fases. A uma
certa pressdo e temperatura pode-se ter o chamado ponto triplo, que possibilita a coexisténcia
das trés fases. A temperatura e pressdo mais baixas que as do ponto triplo, a fase liquida deixa
de existir e a substancia passa direto do estado solido para o gasoso. O ponto triplo da dgua ¢
definido como uma temperatura de aproximadamente 0 °C e pressdo de 4,7 mm Hg
(ORDONEZ et al., 2005).

Na secagem, o vacuo ¢ iniciado ¢ o gelo é sublimado por pressio reduzida. A
medida que o gelo sublima, a amostra fica porosa. O vapor originado na interface atravessa o
material seco na camara de liofilizagdo e ¢ condensado abaixo da cdmara de secagem, no
condensador. E por ultimo, a segunda secagem na qual ¢ retirada a 4gua residual adsorvida a
microestrutura obtendo—se o material seco. A liofilizacdo da lugar a produtos alimenticios e
farmacéuticos de mais alta qualidade comparados a qualquer outro método de secagem. O
principal fator para que isto ocorra ¢ a rigidez estrutural, que se preserva na substancia
congelada quando acontece a sublimagdo. Isto evita o colapso da estrutura porosa depois de
seca. As temperaturas baixas que sao utilizadas reduzem ao minimo as reacdes de degradagao

que quase sempre ocorrem nos processos comuns de secagem (ORDONEZ et al., 2005).

3.7 ADSORCAO DE AGUA

Existem quatro fatores principais que afetam a oxidagao dos lipidios encapsulados
durante a producdo e estocagem: temperatura, atividade de agua (a,,), umidade e temperatura
de transicdo vitrea. Um aspecto consideravelmente interessante ¢ o efeito da atividade de dgua
nas mudancgas fisicas da matriz solida de aprisionamento de lipidios, que pode afetar a

distribuicao do 6leo e, consequentemente, a acessibilidade do oxigénio a ele. Apds a secagem,
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¢ obtida uma matriz s6lida altamente viscosa no estado amorfo vitreo. Quando o teor de
umidade ou a temperatura aumenta, o so6lido muda do estado vitreo amorfo para um estado
“borrachoso” com alta mobilidade molecular. A temperatura na mudanca de estado,
denominada temperatura de transig¢do vitrea, depende da natureza da matriz s6lida e, diminui a
medida que o teor de umidade aumenta. Como a mobilidade molecular ¢ aumentada pelo
efeito plastificante da 4gua ou pela temperatura, o chamado colapso pode ocorrer. Essas
mudangas fisicas estdo associadas a liberagdo parcial de lipidios encapsulados, e o oOleo
liberado pode entdo estar mais exposto e passar por uma rapida oxidagdo (ESCALONA-
GARCIA et al., 2016).

A atividade da agua e a temperatura de transi¢do vitrea estdo inter-relacionadas e,
em conjunto, provocam mudangas estruturais na matriz da microcapsula, eventualmente
levando ao colapso, adesividade e encolhimento, de modo que ambos t€ém influéncia na
estabilidade de um sistema alimenticio (ESCALONA—GARCIA et al., 2016). O potencial
quimico da agua no material ¢ igual ao potencial quimico de vapor de 4gua no ambiente, ¢ a
atividade de 4gua definida como a razdo da fugacidade da 4dgua no material em relagdo a
fugacidade da 4gua pura a mesma temperatura. No equilibrio a relagdo entre a,, do material e

umidade relativa (%UR) do ar no ambiente ¢ dada pela Equacao 1:

%UR
aw =
100

(1)

A umidade de equilibrio ¢ definida como sendo o contetdo de umidade que o
material apresenta quando a pressao de vapor da agua em sua superficie se iguala a pressao de
vapor da 4agua do ar que o envolve. A relagdo entre o conteudo de umidade do material e a
atividade de 4gua correspondente, para uma dada temperatura, ¢ conhecida como isoterma de
sor¢do. As isotermas podem representar a perda de umidade (dessor¢do) ou o ganho de
umidade (adsor¢do) em funcao da atividade de agua do meio. O conhecimento destas curvas
de sor¢do ¢ indispensavel para determinar o teor de dgua final necessario para estabilizar um
produto e, impedir crescimento de bactérias, leveduras, fungos, oxidagao lipidica entre outros.

As isotermas de adsor¢ao podem ser utilizadas para predizer mudancgas na
estabilidade dos alimentos, determinar e selecionar os métodos de estocagem. Na operacdo de
secagem, a umidade de equilibrio determina o ponto final de secagem e, portanto, o uso
racional para se obter um produto de umidade desejavel e menor custo (PARK et al, 2014). A

Figura 4 mostra a forma tipica das isotermas de sor¢ao.
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Figura 4 — Curva tipica de isoterma de sor¢ao
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Fonte: Mujumdar (2006).

Na Figura 4, as curvas sdo caracterizadas por trés zonas distintas, A, B e C. Na
regido A a agua esta fortemente ligada aos sitios e ndo esta disponivel para reagdo. Nesta
regido ha essencialmente sor¢ao de vapor de d4gua na monocamada, nao existindo diferenca
nas curvas de dessor¢do e adsor¢do. A secdo B ¢ uma regido de transi¢do em que a sor¢ao
ocorre nas multicamadas. Na se¢ao C a inclinagdo da curva aumenta drasticamente, o que €
atribuido a condensacdo capilar e excesso de dgua em capilares maiores, estando disponivel
como solvente (MUJUMDAR, 2006).

Um grande nimero de modelos (tedricos, semiempiricos € empiricos) tém sido
propostos na literatura para descrever a umidade de equilibrio. Uma das importantes
aplicagdes das equagdes de isotermas ¢ a energia de ligacdo de 4gua e umidade da
monocamada molecular, que indicam a relagdo com as reagdes quimicas que determinam a
deterioragdo dos materiais bioldgicos, através das areas expostas da matriz solida (PARK, et
al. 2014). Os modelos mais citados sao GAB (Guggenheim, Anderson e de Boer) ¢ BET
(Brunauer, Emmet e Teller) (ANDERSON, 1946; BRUNAUER et al., 1940), os quais seus

parametros possuem significado fisico, e estdo apresentados nas Equacdes 2 e 3,

respectivamente:
Xm Cg kaw
Xe = - (2)
(1-kaw)(1-kaw+Cg kaw)
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Xe = Xm Cg aw 3)

- (1—aw)(1—aw+Cpg aw)

sendo Xe a umidade de equilibrio do material (kgsgua kg‘lss), Xm a umidade da monocamada
(kgsgua kg‘lss), Cg, Cp e k os parametros de ajuste.

O modelo da isoterma de Guggenheim, Anderson e Boer (GAB) Equagao (2) tem
sido usado para descrever o comportamento da sor¢ao nos alimentos. O modelo conta com um
nimero razodvel de pardmetros (trés), o qual representa adequadamente os dados
experimentais numa atividade de 4gua de interesse pratico nos alimentos, que varia entre 0,10
a 0,90. A equagdo de GAB ¢ conhecida como a equacdo fundamental para caracterizar a
sor¢do de agua dos alimentos (BETIOL, 2016).

O modelo da isoterma de Brunauer, Emmet e Teller (BET) ¢ um dos mais
empregados para determinar o contetido de umidade da monocamada nos alimentos. As duas
constantes obtidas do modelo de BET sdao o teor de umidade da monocamada (Xe) ¢ a
constante de energia (Cg, adimensional), as quais se derivam da equagdo de Langmuir. O
modelo opera em uma gama limitada de ay, no entanto, o conceito de monocamada de BET ¢
um ponto positivo para a estabilidade da umidade de alimentos secos e, um indicador de
estabilidade com relagdo ao teor de umidade (BETIOL, 2016).

Ambas as isotermas (BET e GAB) estdo intimamente relacionadas, pois seguem o
mesmo modelo estatistico. Ao postular que, os estados das moléculas de agua na multicamada
sdo iguais uns aos outros, mas diferentes daquele no estado liquido, 0 modelo GAB introduziu
um segundo estagio de sorcdo bem diferenciado para as moléculas de 4gua. Este pressuposto
introduz um grau adicional de liberdade (uma constante adicional, k) pelo qual o modelo
GAB ganha maior versatilidade. As duas constantes GAB, denotadas por Cg e k, sdo
constantes de energia como a constante BET Cp, mas com significados fisicos ligeiramente
diferentes. A constante Cp de BET esta relacionada a diferenca entre o potencial quimico das
moléculas de sorbato no estado liquido puro e na primeira camada de sor¢ao. Por outro lado, a
constante Cg de GAB esta relacionada a diferenca dessa magnitude nas camadas superiores e
na monocamada, enquanto a constante k estd relacionada a diferenga no sorbato puro em
estado liquido e na multicamada. Além disso, a constante k de GAB ¢, praticamente sem
excecdo, proxima, porém menor que a unidade, fato que constitui uma caracteristica
significativa dessa isoterma (TIMMERMANN; CHIRIFE; IGLESIAS, 2001).

Na literatura também sdo citados outros modelos semiempiricos € empiricos mais

simples e que sdo utilizados para a previsao da umidade de equilibrio, como por exemplo, o
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modelo de Oswin (KAYA; KAHYAOGLU, 2007). O modelo de Oswin (1946) foi
desenvolvido através de dois parametros empiricos aplicando a solucdo de séries progressivas
para curvas sigmoides. O modelo ¢ bastante simples para operar e valido para determinar a
umidade de equilibrio nas isotermas de sor¢do de alimentos granulados (farinhas e cereais),

carnes e vegetais. O modelo obtido ¢ representado pela Equacao 4 (BETIOL, 2016):

aw Bl

Xe=A1(—) 4

1-aw

sendo Aj, B; parametros de ajuste do modelo.

As fungdes termodinamicas sdo calculadas a partir das isotermas de sor¢do, o que
permite a interpretacdo dos resultados experimentais de acordo com a afirmagao da teoria. A
termodinamica da sorcdo de vapor de agua fornece um critério confiavel para prever a
estabilidade do armazenamento e a vida util de produtos alimentares secos. A analise
termodindmica da sor¢do precisa do conhecimento do comportamento das isotermas em
funcdo da temperatura.

De acordo com Lago e Norena (2015), os parametros termodindmicos diferenciais
revelam informagdes qualitativas sobre os diferentes niveis de energia na adsor¢do de agua.
Se a 4gua adsorvida for considerada organizada em varias camadas de adsorcdo, cada uma
apresentando diferentes intensidades de interacdo entre adsorvente e adsorbato, tanto a
entalpia como a entropia quantificam os estados energéticos das moléculas de 4gua adsorvidas
em diferentes camadas, e desta forma, a entalpia quantifica os niveis de energia e a entropia
mede o grau de aleatoriedade ou desordem das moléculas de 4gua no sistema. Assim, a
entropia integral minima pode ser interpretada como o teor de umidade requerido para formar
uma monocamada, onde a atividade da 4gua em que um produto seco ¢ mais estdvel, e fortes
ligacdes ocorrem entre a 4gua (adsorbato) e o alimento (adsorvente) que corresponde a menos
dgua disponivel para reagdes quimicas e de deterioragio (ESCALONA-GARCIA et al.,
2016).

3.8 NANOCAPSULAS LIPIDICAS
Micro e nanocapsulas sdo sistemas vesiculares em que uma determinada

substancia estd confinada a uma cavidade, consistindo em um nucleo interno liquido rodeado

por uma membrana polimérica (COUVREUR et al., 1995). Neste caso, as substancias ativas
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sao normalmente dissolvidas no nucleo interno, mas também podem ser adsorvidas na
superficie da capsula. O material de parede consiste na barreira externa e geralmente ¢ feito
de compostos que formam uma rede com a estrutura. Esses compostos sdo normalmente
polimeros (por exemplo: gelatina e quitosana) (ASSIS et al., 2012; REIS et al., 2006). Os
sistemas de entrega baseados em emulsdo sdo usados para encapsular AGI e outros
nutracéuticos lipofilicos e sdo capazes de transportar, distribuir e proteger os conteudos
altamente suscetiveis a condigdes ambientais, de processamento e/ou gastrointestinais
(NEJADMANSOURI et al., 2016).

Sistemas baseados em emulsdes com varias estruturas tém sido utilizados para a
entrega de ingredientes alimentares lipofilicos. As emulsdes podem ser fornecidas no estado
liquido, gelificado ou em p6 (AUGUSTIN; HEMAR, 2008). Os sistemas de entrega mais
amplamente usados para a incorporagdo de 6leos omega—3 nos alimentos ¢ bebidas sdo os
oleos a granel, emulsdes e pos. Existem desafios consideraveis para incorporar omega—3 em
muitos tipos de produtos alimentares funcionais, devido a sua baixa solubilidade em agua,
baixa estabilidade quimica, e biodisponibilidade varidvel (WALKER et al., 2015a). Os pds
microencapsulados podem ser utilizados para mistura com outros ingredientes secos, ou
incorporados em alguns produtos alimentares em varias fases durante o processamento (por
exemplo, pos de 6leo dmega—3 encapsulado em formulas para lactentes, barras de café da
manha, leites, ovos, patés e iogurtes) ou reconstituido antes da sua incorporagdo em produtos
liquidos (AUGUSTIN; HEMAR, 2008).

O encapsulamento fornece um isolamento de substancia usando um material
circundante, capaz de prolongar a vida util do produto (NEDOVIC et al., 2011). A quitosana e
a gelatina podem ser utilizadas para preparar nanocéapsulas para diferentes propositos. A
variedade dos tipos de quitosana e gelatina permite a preparacdo de cépsulas de diferentes
formas e tamanhos. Devido ao seu grande uso em sistemas de liberagdo modificada de
farmacos, esses polimeros tém sido largamente estudados pela industria farmacéutica
(GONSALVES et al., 2009). Os métodos propostos para preparar as capsulas sdo baseados na
formagdo espontanea de complexos entre os polimeros e polidnions, ou a gelificagdo de uma
solucdo de polimero dispersa em uma emulsdo de 6leo (REIS et al., 2006).

A literatura apresenta estudos sobre o encapsulamento do 6leo de pescado por
emulsdes (NEJADMANSOURI et al, 2016, PRIETO; CALVO, 2017), micro e
nanoparticulas (YANG; CIFTI, 2017), lipossomas (GHORBANZADE et al., 2017), pds
(BINSI et al., 2017), nanofibras (GARCIA-MORENO, et al., 2017). Klaypradit ¢ Huang

(2008) estudaram o encapsulamento de 6leo de atum com quitosana, ¢ a analise de tamanho
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de particula mostrou que a interacdo entre o material de parede e o 6leo tem capacidade de
evitar a instabilidade da emulsdo, podendo levar a aplicagdo na industria alimenticia para
melhorar a estabilidade.

Na maioria dos casos, a fragdo lipidica das capsulas é obtida a partir de 6leo de
pescado refinado, sendo o uso de concentrados de AGI uma opg¢ao promissora. Paralelamente
a 1sso, a nanoescala atrai atencao devido ao seu pequeno tamanho que oferece vantagens em
relagdo as microparticulas, como maior estabilidade e absor¢ao intestinal. Yu et al. (2017)
demonstraram que compostos bioativos e biopolimeros como materiais de parede podem atuar
sinergicamente e, s3o uma alternativa na elaboracdo de alimentos funcionais.

A ingestdo de 6leo rico em ®-3, incorporado em emulsdes convencionais, nao ¢é
sempre bem recebida pelos consumidores, devido principalmente ao seu cheiro caracteristico
e, tendéncia a produzir um refluxo desagradavel. Estudos de desenvolvimento de novos
veiculos orais com uma melhor aceitagdo por parte do consumidor € uma maior
biodisponibilidade seria altamente benéfico (DEY et al., 2012). Nanocapsulas de 6mega-3
podem ser utilizados na industria alimenticia para fortificar alimentos e bebidas com estes
lipidios bioativos, ou elas poderiam ser usadas na industria de suplementos ou farmacéutica

para aumentar a bioatividade terapéutica de acido graxo dmega—3.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DOS CONCENTRADOS DE ACIDOS GRAXOS
INSATURADOS

Os AGI foram obtidos de visceras de carpa comum (Cyprinus carpio) fornecidas
por um piscicultor do municipio de Roca Sales — RS, Brasil, seguindo o fluxograma
apresentado na Figura 5. Apds o abate das carpas (Figura 6(a)), as visceras (Figura 6(b))
foram imediatamente refrigeradas e transportadas at¢ o Laboratério de Tecnologia
Industrial/ EQA/FURG, onde foram armazenadas em congelador (-10°C) até sua utilizagao.

O oleo bruto foi extraido de acordo Crexi et al. (2009). Inicialmente a matéria—
prima foi submetida a coc¢do (1,5 kg) (Rochedo — Idealclave, Brasil) durante 30 min a 98+2
°C. Em seguida, ocorreu a prensagem obtendo—se o licor de prensa e os solidos. A separagdo
do 6leo bruto de pescado do licor de prensa foi realizada por centrifugacdo (Sigma 6—15, D—
37250, Alemanha), com rotagao de 7000 % g durante 20 min a 25°C, obtendo—se o 6leo bruto
de pescado (Figura 6(c)) (180 g).

Figura S — Fluxograma de extragdo, refino e concentracao do 6leo de pescado.

Visceras #  Hidrélise Quimica KO,H.
1 Alcoélico
Termomecéanico Ac. Graxos Livres
) l - Sol.
Oleo Bruto Complexagdo €= Alcodlica de
1 ureia
Refino .l, ilf
1 Cristais Fracao nao
Complexados Complexada

Oleo Branqueado

O o6leo bruto obtido passou pelas etapas do processo de refino quimico
(degomagem, neutralizagdo, lavagem, secagem e branqueamento), realizadas segundo Crexi
et al. (2010). Para a realizacdo da degomagem, a massa de 6leo bruto foi pesada e elevada a
uma temperatura de 80°C, sob vacuo de 710 mmHg e agitagdo de 500 rpm, com adicdo de

1,0% de acido fosforico (85% v/v) em relacdo a massa do 6leo. Essas condi¢des foram
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mantidas por 20 min com posterior centrifugacao para separacao das gomas (Figura 6(d)). A
etapa de neutralizag@o ocorreu sob vacuo (710 mmHg) e agitacdo a 40°C durante 20 min, com
adi¢do de solucdo de hidréxido de sédio 0,2 kg kg‘1 (utilizando 4,0% de excesso em relagdo
ao indice de acidez determinado apds a etapa da degomagem). A temperatura foi rapidamente
elevada a 80°C para facilitar a separagdo da borra formada. Assim que a temperatura de 80°C
foi atingida, o 6leo foi resfriado até 35°C, sob vacuo (710 mmHg). Apos esse procedimento o
material foi centrifugado por 20 min a 7000 x g, para a separagdo da borra (Sigma 6-15, D—
37250, Alemanha) (Figura 6(e)).

Na etapa de lavagem, adicionou—se agua destilada a 95°C (10% em relagdo a
massa de 6leo) com vacuo (710 mmHg), agitacao de 500 rpm e temperatura do 6leo mantida a
50°C, durante 5 min. Essa etapa foi repetida trés vezes. Foi realizada entdo a desumidificacdo
com duragdo de 20 min, temperatura de 90 a 95°C e agitacdo de 500 rpm (Multitec, Modelo
752A, Brasil). O branqueamento foi realizado a 70°C, sob vacuo de 710 mmHg e agitacao de
40 rpm, com adicao de 5% (m/m) de adsorvente (raz3o em massa 9:1 de terra ativada Tonsil
110F e carvao ativado) e tempo de contato de 20 min (Figura 6(f)). Finalmente, o material foi
filtrado em funil de Buchnner com pré—capa de terra diatomécea, obtendo—se o oleo

branqueado (Figura 6(g)).

Figura 6 — Imagens fotograficas da (a) carpa comum; (b) visceras; (c) separacdo do 6leo

bruto; (d) 6leo degomado; (e) dleo neutralizado; (f) etapa de branqueamento (g) 6leo

branqueado.
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O oleo branqueado de carpa foi submetido a reagdo de hidrélise quimica (CREXI
et al., 2012), utilizando as condi¢des de concentragdo do catalisador de 22% (m/m), proporcao
6leo/alcool etilico de 1:39 (m/m), temperatura de 60°C e tempo de 1 h para a obtengdo dos
acidos graxos livres (Figura 7 (a)). Apos o término da reacdo de hidrdlise, a separagdo dos
acidos graxos livres foi realizada conforme procedimento descrito por Wanasundara e Shahidi
(1999), sendo adicionada a mistura saponificada agua destilada na quantidade de duas vezes o
volume em relagdo a massa inicial de o6leo. Para a extragdo da matéria insaponificavel foi
adicionado hexano (quatro vezes o volume de hexano em relacdo a massa de 6leo inicial) este
procedimento foi realizado duas vezes. A matéria insaponificavel que contém hexano foi
descartada. A matéria saponificavel foi acidificada com solugdo de HCI 3 mol L™ sob
agitacdo até pH de 1. Ap0s, transferiu—se a mistura para um funil de separag@o e os acidos
graxos foram extraidos com adi¢do de hexano (duas vezes o volume em relacdo a quantidade

inicial de 6leo).

Figura 7 — Imagens fotograficas da: (a) etapa de hidrolise; (b) etapa de complexacao; (c)

separagdo dos cristais formados; (d) concentrados de acidos graxos insaturados.
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Os acidos graxos livres obtidos através da reacao de hidrdlise foram complexados
utilizando solucdo alcoolica de ureia (20% p/v em alcool etilico 95%), relagdo de mistura
acido graxo:ureia de 6:1 (m/m), realizada a —12 °C, durante 14 h (Figura 7(b)) (PAIM et al.,
2012). A separagdo dos cristais formados foi realizada por filtracdo a vacuo em 13 de vidro
(Figura 7(c)). A parte liquida (fracdo ndo complexada) foi diluida com volume igual de 4gua e
acidificada a pH 4-5 com HCI 6 mol L™, ap6s foi adicionado volume igual de hexano e agitar
a mistura por 1 h, transferindo—a entdo para um funil de separacdo. A camada de hexano foi
lavada com agua destilada (igual volume) e separada a agua (CREXI et al., 2012), obtendo—se
ao final os concentrados de AGI (Figura 7(d)).

As metodologias analiticas utilizadas para os indices de caracterizagdo do Oleo
branqueado e dos concentrados de AGI foram realizadas segundo os métodos da AOCS
(1980). Os indices foram: indice de peroxido (Cd 8 — 53) e valor de anisidina (Cd 18 — 90).
Para determinagdo dos perfis de acidos graxos e avaliagdo do rendimento da reagdo de
complexacdo com ureia foi realizada a andlise do perfil de acidos graxos por cromatografia
gasosa (Varian—3400 CX, Palo Alto, EUA). Para injecao no equipamento, os ésteres metilicos

foram preparados conforme metodologia descrita por Metcalfe, Schimitz e Pelka (1966).

4.2 MATERIAIS DE PAREDE

4.2.1 Obtenciao e caracterizacdo da quitosana

A quitosana foi produzida a partir de residuos de camardo (Penaeus brasiliensis),
obtidos de industrias pesqueiras (Rio Grande, RS, Brasil), de acordo com o esquema
apresentado na Figura 8 (WESKA et al., 2007).

Para a extracdo da quitina, 7 kg de residuos de camarao previamente limpos para a
retirada dos materiais grosseiros foram submetidos as etapas de desmineralizacdo,
desproteinizagdo e desodorizacdo. A etapa de desmineralizagdo procedeu utilizando solugdo
de HCI 2,5% (v/v) na propor¢do (volume:massa) de 2:1 solucdo/residuo. Foram feitas oito
lavagens de 2 min com 56 L de agua para a retirada do acido. Apds foi realizada a
desproteinizagdo, utilizando NaOH 5% (m/v) na propor¢do (volume:massa) de 3:1
solucdo/residuo. As lavagens foram repetidas. Por fim, para a desodorizagao/despigmentacao
foi adicionada solug@o de hipoclorito de sodio 0,36% (v/v) na propor¢do (volume:massa) de
5:1 solugdo/residuo. Apoés seis lavagens de 3 min com 56 L de agua, o material foi seco por 4

h a 80°C, obtendo—se a quitina (aproximadamente 240 g) (WESKA et al., 2007).
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A quitina (150 g) foi desacetilada para a obtengdo da quitosana em reator de aco
inoxidavel com aquecimento e agitagdo mecanica, em escala semi—piloto, contendo 3 L de
solugdo de NaOH (421 g L™) a 130°C por 1,5 h, sob agitagio de 50 rpm (WESKA et al.,
2007). A quitosana obtida foi dissolvida em solucdo de acido acético (1%, v/v) sob agitacdao
mecanica por 70 min. Apds a solucao foi centrifugada a 6500 x g por 20 min. O precipitado
foi descartado e adicionou—se solucdo de NaOH ao sobrenadante até que o pH atingisse 12,5.
Neutralizou-se, e centrifugou—se a solu¢do por 20 min a 6500 x g, obtendo—se a quitosana
purificada (75g). Para a obtencdo da quitosana em pd com umidade comercial (10,0%, m/m,
em base umida), essa foi seca em leito de jorro, de acordo com o procedimento descrito por

Dotto et al. (2011), obtendo-se ao fim do processo aproximadamente 55 g de quitosana em po.

Figura 8 — Fluxograma de extra¢do da quitina e produgdo da quitosana.
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A quitosana foi caracterizada, segundo as normas da AOAC (1995), quanto a sua
umidade e cinzas pelo método gravimétrico, e nitrogénio total pelo método de Kjeldahl, em
que o fator de conversdo utilizado para N—quitosana foi de 11,49. O pd foi visualizado através
de microscopia eletronica de varredura (MEV), utilizando microscopio eletronico (JEOL,
JSM 6060, JAPAO) (LI et al., 2010).

O grau de desacetilacdo foi determinado por espectroscopia na regido do
infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) (Prestige,21210045, Japao), de acordo
com a Equa¢do 5 (CERVERA et al., 2004):
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GD =878—[3(Ap_p/4_o )] (5)

sendo GD o grau de desacetilagdo (%), AC=0 a absorbancia do grupamento C=0 ¢ A—OH a
absorbancia do grupo —OH.

A massa molar da quitosana foi obtida através do método da viscosidade
intrinseca (viscosimetro capilar Cannon—Fenske, Schott Gerate, GMBH-D65719, Alemanha)
a 25°C. A viscosidade reduzida foi determinada pela Equacdo de Huggins (Equagdo 6) e
depois convertida em massa molar pela Equagao de Mark—Houwink—Sakurada (Equagao 7)

(ROBERTS; DOMSZY, 1982).

"% =[]+ k,[nPc ©)
[n] =K (MM)" ™)

sendo nsp a viscosidade especifica, nsp/c a viscosidade reduzida (mL g™'), ky o coeficiente da
equagao de Huggins, e ¢ a concentracao do polimero (g mL'l), n a viscosidade intrinseca (mL

g™, MM a massa molar (Da), K=1,81x10 mL g e a=0,93 (ROBERTS; DOMSZY, 1982).
4.2.2 Caracterizacao da gelatina

A gelatina de pele suina (tipo A), grau alimenticio/farmacéutico, foi adquirida da
Sigma—Aldrich (Merck, Brasil). O p6 foi visualizado através de microscopia eletronica de
varredura (MEV), utilizando microscopio eletronico (Jeol, JSM 6060, Japao) (LI et al., 2010).
A gelatina foi caracterizada de acordo com o angulo de Hue (Hab) pela Equagdo 8, usando o
sistema Minolta (CR 300, Minolta, EUA) através da medi¢ao do diagrama tridimensional de
cores (L* —a* —b*). A amostra foi colocada em uma superficie branca para a realizagdo das

leituras (YOUN et al., 2009).

a

H, = tan” (b_j ®)
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A forca do gel da gelatina (6,6%, m/v) foi medida usando um texturOmetro
(TA.XTplus, Stable Micro Systems, Reino Unido) com sonda de Teflon (12,5 mm de
didmetro), pressionando 4 mm na gelatina & velocidade de 1 mm s~ (SILVA et al., 2014a).
Para o ponto de fusdo, foram colocados 5 mL de solucao de gelatina (6,6%, m/v) em tubos de
ensaio em banho termostatizado (Quimis 214 D 2, Brasil) a 45°C por 15 min, resfriados em
banho de gelo e, em seguida, mantidos a 10°C em refrigerador por 17+1 h. Uma solucdo de
cloroférmio e corante de azul de metileno (3:1, v:v) foi utilizado como indicador. Foram
adicionadas cinco gotas do indicador sobre o gel e sua temperatura elevada em 0,1°C a cada 2
min. O ponto de fusdo foi o valor da média entre a temperatura no momento da penetragao

das gotas, e a temperatura em que a solucdo estivesse completamente corada (SILVA et al.,
2014a).

4.3 PREPARO DAS NANOCAPSULAS

O método de emulsdo 6leo em agua foi utilizado para preparar as nanoemulsoes
contendo os concentrados de AGI. Para isso, foram preparadas duas fases (uma aquosa e uma
oleosa). Inicialmente, para formar a fase aquosa, foram elaboradas solu¢des contendo os
biopolimeros quitosana e gelatina (1 e 2%, m/v), na forma pura e em blendas, como mostrado

na Tabela 1. Utilizou—se agua ultrapura para as diluigdes.

Tabela 1 — Diferentes proporgdes de biopolimeros utilizados para a elaboragdo da fase aquosa

das nanoemulsoes.

Emulsao Quitosana (%) Gelatina (%)

A 100 0

B 90 10
C 70 30
D 50 50
E 30 70
F 10 90
G 0 100

A quitosana foi diluida com auxilio de solu¢do de acido acético 1% (v/v). As
solucdes obtidas foram agitadas em agitador magnético (300 rpm) durante 24 h a temperatura

ambiente, até completa dissolucao dos biopolimeros. Apos a fase oleosa, constituida pelos
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concentrados de AGI (1%, m/v) e o surfactante Tween 80® (Polyoxyethylen—20—sorbitan—
monooleate, massa molar 1310 g mol™), 5% m/m em relagdo ao biopolimero) (definido por
testes preliminares) foi vertida na solug¢do. As solugdes foram homogeneizadas em agitador
mecanico (Dremel, modelo 300, México) a 10.000 rpm (ESQUERDO; DOTTO; PINTO,
2015). Foram variadas as propor¢cdes em massa de biopolimero:6leo (1:1, 2:1) e tempo de
homogeneizagdo (10 e 20 min), produzindo quatro emulsdes diferentes para cada proporcao

de biopolimeros. A Figura 9 apresenta resumidamente o esquema para a producdo das

emulsdes.
Figura 9 — Diagrama do processo de produgdo das emulsdes
s
|  m—
.'/ P )
[ @
/’I ; )
=)
Solugéo de biopolimeros| |concentrados de AGI (1%miv) 10.000 rpm EmulsBes
10u2%(miv)24 h Tween 80 (5% m/m) 10 ou 20 min

4.3.1 Caracterizacdo das nanoemulsoes

4.3.1.1 Estabilidade visual, distribui¢ao de tamanho e indice de polidispersao

A estabilidade visual das nanoemulsdes foi determinada de acordo com
Klaypradit ¢ Huang (2008), em tubos de ensaio durante 30 dias. Cada emulsao (15 mL) foi
colocada em um tubo de ensaio e armazenada a temperatura ambiente durante 1 més, em
triplicata. Foram realizadas avaliagdes visuais didrias para verificar o aparecimento de
separacdo de fases.

As nanoemulsdes estdveis (sem separacdo de fases) foram caracterizadas de
acordo com sua distribuicdo de tamanho e indice de polidispersdo (IPD) usando o método de

espalhamento de luz dinamico (Zetasizer Nano ZS90, Malvern Instruments, Reino Unido)



73

(AHMAD et al., 2011). As analises foram realizadas em triplicata, sem necessidade de
dilui¢do. Os resultados foram expressos como o diametro médio da particula.

Baseados nos resultados obtidos, para cada propor¢do de biopolimero foi
selecionada uma emulsdo estavel e com o menor tamanho de particula para continuar sendo

caracterizada.

4.3.1.2 Potencial Zeta e pH

A andlise do potencial Zeta ¢ utilizada para refletir o potencial da superficie das
particulas nas dispersdes coloidais (AHMAD et al., 2011). A carga de goticulas (potencial
Zeta) das nanoemulsdes foi medida usando dispersdao de luz dindmica (Zetasizer Nano ZS90,
Malvern Instruments, Reino Unido). Para determinar o pH das nanoemulsdes formadas, apds
a prepara¢do da amostra, o pH foi medido por um medidor de pH digital (Marte, MB-10,

Brasil) a temperatura ambiente

4.3.1.3 Turbidez, indice de refragdo e analise 6tica

A turbidez (absorbancia) das nanoemulsdes foi determinada usando um
espectrofotometro de luz UV/Vis a 600 nm (Biospectro, SP-22, Brasil). As nanoemulsdes
foram diluidas 25 vezes com é4gua ultrapura. O indice de refracdo das nanoemulsdes foi
determinado em refratometro (ABBE-BIOBRIX, 2WAJ, Brasil), com escala de refragdao de
1,300 a 1,700. Para ambas as analises, cada medida foi replicada trés vezes a temperatura
ambiente. A dgua destilada foi usada como branco.

A fim de complementar a caracterizacdo das goticulas formadas, 20 pL de
emulsdo, sem diluicdo, foram colocadas em uma placa de vidro e fixadas com o auxilio de
uma laminula. A andlise das goticulas ocorreu em microscopio oOtico (Zeiss, Scope Al,

Alemanha) com ampliag@o objetiva de 100x%.

4.3.1.4 Experimentos de oxidacao

A oxidagao das nanoemulsodes contendo os concentrados de AGI/biopolimeros foi
analisada considerando os valores de indice de perdxido, p—anisidina e TOTOX. As amostras
foram armazenadas em tubos tampados, refrigeradas a 4°C e analisadas apds a preparagdo

(dia zero) e, diariamente durante uma semana.
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O indice de peroxido (IP) foi determinado de acordo com Karaca et al. (2013). As
amostras foram pesadas (0,2 g de dleo em emulsdo) no frasco Erlenmeyer. Apds foi
adicionada 30 mL de solugdo de acido acético:cloroformio (3:2, v/v) e 0,5 mL de solucao de
iodeto de potassio (KI) saturada e, agitou—se até a dissolugdo completa. Apdés 1 min de
descanso no escuro, adicionou—se 30 mL de 4agua destilada e 0,5 mL de indicador de amido
(1%, p/v). A solugdo foi titulada com tiossulfato de sodio 0,001 mol L', agitando
continuamente, até¢ desaparecer a cor azul. O indice de peroxido (IP) foi calculado pela

Equacdo 9:

Py v, =V ,)x N x1000
m

©)

sendo V, o volume de tiossulfato de so6dio gasto na titulacdo da amostra (mL), Vi, 0 volume de
tiossulfato de sddio gasto na titulagdo do branco (mL), N a concentracdo do tiossulfato de
sodio (mol L"), e m a massa de concentrados de AGI (g).

Os valores de p—anisidina (pAV) foram determinados de acordo com Julio et al.
(2015) com modificacdes. As amostras de nanoemulsdo (m) contendo 0,3 g de 6leo foram
colocadas em um tubo Falcon e agitou—se com solugdo de isooctano (2,4—trimetilpentano) (50
mL) até dissolucdo completa. Os tubos foram centrifugados durante 10 min a 4000 x g
(Centribio, 80-2B, Brasil). A solucdo foi transferida para uma cubeta (1 cm X 1 cm) e a
absorbancia (a;) foi medida a 350 nm (Biospectro, S—22, Brasil), utilizando isooctano puro
como branco. Em seguida, foram transferidos 5 mL da solugao restante de centrifugacdo para
tubos de ensaio e adicionou—se 1 mL de solu¢do de p—anisidina (solugdo 0,25% p/v em acido
acético glacial). Os tubos foram fechados, agitados e permaneceram no escuro por 10 min. A
absorbancia (a,) foi medida a 350 nm contra o branco do isooctano com p—anisidina. O valor
pAV foi determinado pela Equacdo 10 e a oxidacdo total de 6leo (valor TOTOX) foi
calculada como mostrado na Equagdo 11 (SHAHIDI; WANASUNDARA, 2002):

PAV = 25(t.2xfa, -0 (10)
m

TOTOX = (2xIP)+pAV (11)
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4.4 SECAGEM DAS NANOCAPSULAS

A fim de obter microestruturas contendo as cépsulas, as nanoemulsdes foram
secas utilizando o método de evaporagao do solvente via liofilizacdo (SCHAFFAZICK et al.,
2003). O principio da liofilizacdo ¢ a desidratacdo por sublimagdo da fragdo de gelo de um
produto congelado (ANWAR; KUNZ, 2011). Na primeira etapa (congelamento), as emulsdes
(200 mL) foram vertidas em bandejas de inox e levadas ao ultra freezer (Indrel, IULT 90-D,
Brasil) por 48 h a —80°C. Apds a secagem por sublimac¢do ocorreu em liofilizador (Liobras,
L108, Brasil), onde as amostras permaneceram por 48 h a —54°C e vacuo de 44 uHg, até a

evaporacao completa dos solventes.

4.4.1 Caracterizacio das microestruturas contendo as nanocapsulas

Apos a secagem das emulsdes, as microestruturas obtidas foram caracterizadas
quanto a sua morfologia, composi¢do, cor, eficiéncia de encapsulamento, rendimento de
processo, grupamentos funcionais, forma de associacdo, porosidade, volume de poros e
resisténcia a oxidagao.

A morfologia das microestruturas foi avaliada através de microscopia eletronica
de varredura (MEV), utilizando microscopio eletronico (Jeol, JSM 6060, Japao) (KARACA et
al., 2013; LI et al., 2010). As amostras foram colocadas em suportes de ago inoxidavel (stubs)
e, apos metalizadas com ouro. Para as andlises foram utilizadas aceleragdes de voltagem de 5
e 10 kV e faixa de magnificacdo e 30 a 100000 vezes.

A andlise da composi¢do elementar da superficie das microestruturas foi realizada
através da técnica semiquantitativa de espectroscopia de raios-X por dispersdo de energia
(EDX) (LIU et al., 2011). A metalizagdo das amostras foi realizada a vacuo, utilizando ouro.
Posteriormente, as mostras foram colocadas em um microscopio eletronico acoplado com a
analise de EDX (Jeol, JSM 5800, JApao), sendo utilizada a aceleragdao de voltagem de 10,0
kV.

Os parametros de cor das microestruturas foram determinados utilizando o
sistema Minolta (CR-300, Minolta Corporation, Ramsey, EUA), através da medida do
diagrama de cor tridimensional (L*—a*-b*) (Figura 10). A luminosidade L* indica o valor
maximo de 100, que representa uma perfeita reflexao difusa, enquanto que o valor minimo ¢
zero e constitui o preto; a* indica cromaticidade tendendo do verde (—) até o vermelho (+) e

b* indica a cromaticidade que varia do azul (-) até o amarelo (+). As amostras foram
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colocadas em uma superficie branca para a realizagdo das leituras. As andlises de cor foram
realizadas em triplicata. A diferenga de cor (AE,,*) foi obtida através da Equacdo 12 (YOUN
et al., 2009):

AE * = J(AL*) +(Aa*) +(Ab*)? (12)

sendo, AL* = (L* — L0*), Aa* = (a* —a0*) e Ab* = (b* — b0*); LO*, a0* ¢ bO* sdo os valores
de cor do padrdo; L*, a* e b* sdo os valores de cor das microestruturas.
O valor de croma (C*), que ¢ a intensidade da cor de uma amostra percebida pelos

seres humanos, foi calculado pela Equacdo 13 (McCLEMENTS, 2002).

C*=4/(a*)* +(b*) (13)

Os valores dos angulos Hue (Hab) correspondentes ao diagrama tridimensional de
cores (Figura 10) sdo: 0° (vermelho), 90° (amarelo), 180° (verde) e 270° (azul). Os valores de
a* e b* foram convertidos para valores numéricos de angulo Hue, conforme a Equagdo 8

apresentada na se¢ao 4.2.2 (YOUN et al., 2009).

Figura 10 — Diagrama tridimensional de cores.

Luminosidade (L*)

Plano Vermelho-Verde (a*)

Plano Amarelo-Azul (b*)

Fonte: adaptado de: http://www.gusgsm.com/espacio_color cie lab
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A eficiéncia de encapsulamento foi avaliada de acordo com Gallardo et al. (2013).
Para a extracdo do 6leo (AGlIrt), pesou—se 1 g de amostra e adicionou—se lentamente 10 mL de
HCI. Os tubos foram colocados em banho de 4dgua a 70°C, aquecidos a 100°C e, depois
fervidos durante 30 min. Apds arrefecimento até a temperatura ambiente (25°C), foram
adicionados 25 mL de éter etilico e 25 mL de éter de petroleo e os tubos foram agitados
vigorosamente durante 1 min. A solugdo de éter (sobrenadante) foi separada e filtrada através
de algoddo. A fase aquosa remanescente foi ainda extraida duas vezes por 15 mL de éter
etilico e 15 mL de éter de petrdleo. O solvente foi evaporado em rotaevaporador e o 6leo foi
seco em estufa a 100°C até peso constante. O 6leo superficial (AGls) pode ser definido como
a fracdo que ¢ facilmente extraida com solventes organicos sem interrupcao da matriz solida.
Para isso, as microestruturas (4 g) foram agitadas com 75 mL de éter etilico durante 15 min a
25°C. A suspensado foi filtrada em algodao e, a amostra sobre o filtro foi enxaguada trés vezes
com ¢éter etilico. O solvente foi seco e evaporado em rotaevaporador para se obter a massa de

oleo superficial. A eficiéncia de encapsulamento (%EE) foi calculada a partir da Equagdo 14:

AGIT—AGIg
It

%EE = x 100 (14)

Para o rendimento do processo de secagem, as nanocéapsulas liofilizadas foram
pesadas em balanga analitica (Marte, AY220, Brasil). O rendimento foi obtido utilizando

Equacgao 15 (GONSALVES, et al., 2009):

uantidade real de amostra
4 ©)_100%

Rendimento do Processo (%)= (15)

quantidade tedrica de amostra(g)

Os grupos funcionais das microestruturas obtidas foram identificados pela anélise
de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) (PRESTIGE 21, 210045, Japdo). As
amostras foram submetidas a determinagdo espectroscopica na regido do infravermelho (450—
4500 cm_l), usando a técnica de refletdncia atenuada total (MUZZARELLI et al., 2004).

A determinagdo da forma de associagdo dos AGI as microestruturas contendo as
microcapsulas e nanocapsulas foi realizada por espectroscopia no infravermelho, calorimetria
exploratdria diferencial e difragdo de raios-X (FUREBY, 2003; SCHAFFAZICK et al. 2003).
As curvas DSC (Shimadzu, DSC—-60, Japao) foram realizadas sob atmosfera de nitrogénio. A
amostra (2 mg) foi pesada, selada e mantida a 20°C durante 10 min e aquecida de 20°C a

250°C, a uma taxa de aquecimento de 5°C min~'.Os difratogramas foram obtidos por difragio
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de raios-X (DRX) (Bruker, D8 Advance, Japao). Foi utilizada uma corrente de 40 mA,
voltagem de 40 kV com escaneamento 20 na faixa de 10° a 90°, comprimento de onda (A):
1,5418A em tubo de cobre.

A densidade do so6lido (ps) foi obtida da literatura e a densidade aparente (p,) foi
estimada através da relagao entre massa/volume do balango analitico (Marte, AY220, Brasil).
A porosidade (g,) e o volume de poros (V,) da microestrutura de quitosana foram calculados
pelas Equacdes 16 e 17, respectivamente (LEYVA-RAMOS et al., 2012; PICCIN et al.,
2011):

g, =1—— (16)

V, =——— (17)
Po P

A oxidacdo de capsulas de AGI-polimero foi analisada considerando o indice de
peroxido de acordo com o descrito na secao 4.3.1.4. As amostras foram analisadas no final da

secagem (dia zero) e apds 7, 14, 21, 28, 35 e 45 dias de armazenamento refrigerado a 4°C.

4.4.2 Isotermas de sorcao

As isotermas de adsor¢do foram determinadas pelo método gravimétrico
(ESCALONA-GARCIA et al., 2016) nas temperaturas de 4°C e 25°C. Aproximadamente 0,2
g de amostra de microestruturas foram colocadas em frascos de vidro fechados
hermeticamente (altura de 7 cm e didmetro de 6 cm), que continham solucdes de acido
sulfarico em diferentes concentragdes (0,2 a 0,7 kg kg_l) para prover uma atividade de agua
(ay) variando de 0,102 a 0,753 kg kg™'. Cada frasco continha um suporte para que as amostras
ndo entrassem em contato com a solucdo acida e permitisse a transferéncia de umidade. Os
frascos foram colocados em incubadora com temperatura controlada durante o tempo
necessario, de tempos em tempos os frascos eram retirados da incubadora para que a solucao
acida fosse agitada, usando um agitador magnético, e em seguida efetuada a pesagem do
suporte com a amostra e, retornavam para a incubadora até atingir o equilibrio. O equilibrio
foi assumido quando a diferenca entre duas medidas consecutivas foi menor que 1 mg g_1 de

solido (15 — 20 dias).
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Os valores da atividade de agua através das diferentes concentragdes de solugao
de 4cido sulfurico estdo apresentados na Tabela 2. A umidade das microestruturas foi
determinada pela diferenca na massa apos a secagem em estufa a vacuo, a 70°C por 6 h. As
determinagdes de equilibrio foram conduzidas em triplicata. Os valores médios foram

utilizados na determinacao das isotermas de adsor¢ao de umidade.

Tabela 2 — Valores de atividade de 4gua (ay) para as diferentes concentragdes de H,SOs,.

Conc.H,SO,4
(Y%omm™) A
30 0,75
35 0,66
40 0,56
45 0,45
50 0,35
55 0,25
65 0,10

Fonte: Perry; Chilton (1983).

Neste trabalho foram utilizados trés modelos de isotermas para ajustar os dados
experimentais de equilibrio. Os resultados de umidade de equilibrio (Xe) em fungdo da
atividade de agua (a,,) foram ajustados aos modelos de GAB (Equacao 2) e BET (Equacao 3),
os quais tém uma solida base tedrica, ¢ ao modelo empirico de Oswin (Equacdo 4),

apresentados no Capitulo de Revisdo Bibliografica (Item 3.7).

4.4.2.1 Propriedades TermodinAmicas

Os valores das varia¢des da energia livre de Gibbs (AG), entalpia (AH) e entropia
(AS) foram estimados a fim de obter informagdes sobre o comportamento termodinamico da
adsor¢do. Estes valores indicam se o processo € espontdneo ou ndo espontaneo, favoravel ou
desfavoravel, endotérmico ou exotérmico e oferecem informagdes sobre a heterogeneidade do
adsorvente (RUTHVEN, 1984).

O calor isostérico de sor¢do, ou entalpia diferencial de sor¢ao, ¢ um indicador do

estado da dgua adsorvida no material solido. Para um dado conteudo de umidade, a entalpia
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diferencial de sorcao (AH,) foi estimada através da Equacao de Clausius—Clapeyron (Equagdo

18) (RIZVI, 1986).

dln(aw) __AHa
d(p) R

(18)
Apds a integragdo, a relagdo entre a entalpia diferencial de sor¢do (AH) e a

entropia diferencial de sorcdo (AS) ¢ dada pela Equacdo 19 (AGUERRE; SUAREZ;

VIOLLAZ, 1986; KAYA; KAHYAOGLU, 2007). A variacdo de entalpia e a variacao de

entropia de sor¢do foram calculadas utilizando uma anélise de regressao linear.

—In(aw) =§—I;—Af: (19)

sendo AH a entalpia diferencial de sor¢do (J gmol™), AS a entropia diferencial de sor¢do (J
gmol'1 K_l), R a constante universal dos gases (8,314 J gmol'1 K™), T a temperatura absoluta
(K), ay, a atividade de 4gua para a temperatura T (K).

A teoria da compensacdo propde uma relacdo linear entre AH e AS, onde a
entalpia também pode ser calculada pela Equacdo de Gibbs—Helmholtz (Equacao 20)
(SHARMA et al., 2009).

__ AH-AG
T

AS (20)
sendo AG ¢ a variacdo da energia livre de Gibbs (kJ mol™), a qual é calculada pela Equacdo

21 (TAITANO et al., 2011):

AG = —RTIn(ay,) (21)

A variacdo da energia livre de Gibbs (Equacdo 21) foi usada para indicar a
afinidade do adsorvente pela agua, e verificar se a sor¢cdo de agua ¢ um processo espontaneo
ou ndo (TAITANO et al.,, 2011). Para determinar a variacdo de energia livre devido a
mudanga de contetido de umidade das microestruturas, foram utilizados dados de a,, gerados
pelo modelo de melhor ajuste das isotermas de sor¢do, e considerando cada temperatura

analisada (YOGENDRARAJAH et al., 2015).
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A existéncia de uma relagdo linear entre entalpia e entropia para sor¢ao de agua
foi reportada em muitos alimentos ricos em polissacarideos (LAGO; NORENA, 2015;
AGUERRE; SUAREZ; VIOLLAZ, 1986). Foi utilizada a Equacdo 22 para a verificagdo da

compensagdo entalpia—entropia.
AH = TgAS + AG (22)

sendo Tp a temperatura isocinética (K), representando a temperatura onde todas as reagdes
ocorrem na mesma proporgao.

Para validar a teoria da compensagdo, a temperatura isocinética (Tp) foi
comparada com a temperatura média harmonica (Thy), onde a temperatura média harmonica

foi calculada pela Equagao 23:

(23)

hm = eni &)

sendo n o nimero de isotermas de sor¢ao empregados.

Se Tg>Tum 0 processo € controlado pela entalpia, enquanto que se a condigdo
oposta for observada, Tg<Tnm, 0 processo é controlado pela entropia (LAGO; NORENA,
2015).

A caracterizagao do adsorvente (solido) foi feita em termos da determinagdo do
tamanho médio dos poros. A Equagdo de Kelvin (Equacao 24) foi utilizada para o calculo de
raio critico. Esta equacdo aplica—se principalmente a regido de condensacdo da isoterma

(SINGH et al., 2001).

20'VM

- RTIn(:) (24)

Ie

sendo 1. o raio critico (m), o a tensdo superficial (N m™"), Vi o volume molar do sorbato (m’
mol_l), R a constante universal dos gases (kJ kgmol_1 K™), T a temperatura (K) ¢ ay ¢ a
atividade de agua.

A condensagdo capilar em mesoporos ocorre somente apdés uma camada de
adsorbato de espessura t formar—se nas paredes dos poros, e isso faz com que ela seja

considerada um processo secundario. Assim, € necessario levar em consideracdo a espessura
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da multicamada t em qualquer célculo de raio ou largura de grupo de mesoporos (MONTE,
2016). A espessura da camada de 4gua adsorvida foi calculada a partir da Equacao de Halsey
(Equagdo (25)) e o raio de poro (rp) foi obtido pela soma do raio critico r., quando ocorre a
condensagdo capilar ou evaporagdo, e a espessura da multicamada, 1, conforme Equagdo 26

(SINGH et al., 2001).

s )1/3

ngw

T = 0,354( (25)

rp=rc+T (26)
sendo t a espessura da multicamada (m).
4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os coeficientes dos modelos de isotermas e os parametros termodindmicos foram
estimados por regressdo ndo linear, com auxilio do software Statistica 7.0 (Statsoft, EUA) .
Foi utilizada a funcao objetivo Quasi—Newton. A qualidade do ajuste dos modelos aos dados
experimentais foi avaliada mediante o coeficiente de determinagao (Rz) e o erro médio

relativo (EMR) (Equacao 27):

100 «p | Xei—Xpil

EMR = =237, =4

(27)

n

sendo X conteudo de umidade experimental e X,; a umidade estimada pelo modelo (kg kg~
'), respectivamente, e n o numero de pontos experimentais. Um bom ajuste é considerado
quando EMR < 10% (LOMAURO et al., 1985). Os resultados de caracterizacdo das amostras
foram avaliados através de analise de variancia (ANOVA) e as diferencas entre médias pelo

teste de Tukey em um intervalo de confianca de 95% (p<0,05).



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PROPRIEDADES DOS CONCENTRADOS DE ACIDOS GRAXOS INSATURADOS

&3

A Tabela 3 mostra os parametros de qualidade e composi¢ao de acidos graxos do

6leo branqueado e concentrados de AGI obtidos durante o processo.

Tabela 3 — Parametros de qualidade e perfil graxo do 6leo branqueado e dos concentrados de

acidos graxos insaturados (AGI).

Parfmetro® Oleo Concentrados de
Branqueado AGI
Indice de Peroxido (meqo, kg ' sieo) 2,92 +0,05° 3,61 +0,06°
Valor de p—Anisidina 4,80+021° 6,44 +0,23°
Acidos graxos (maior quantidade)
Acido palmitico (16:0) 16,51 +0,05" 4,48 +0,03°
Acido Palmitoléico (16:1) 5,50 + 0,03b 7,05+ 0,01*
Acido Esteérico (18:0) 3,99+0,01° 0,48 + 0,02°
Acido Oleico (18:1) 26,25 + 0,02 31,92 £0,01°
Acido Linoleico (18:2) 18,63 + 0,02° 26,17 +£0,01%
Acido Linolénico (18:3) 7,55+ 0,01° 11,20+0,01°
Acido Eicosanébico (20:1) 2,00+0,01° 1,68 + 0,01b
Acido Dihomo—y—linolénico (20:3) 1,53 +0,01° 2,18+0,01°
Acido Araquidonico (20:4) 1,70 + 0,01b 2,98+ 0,01°
Acido Eicosapentaenoico (20:5) 2,53 £ 0,01b 4,68 +0,01"
Acido Docosaexaenoico (22:6) 2,55+ 0,01b 4,98 +£0,01°
% Total de 4cidos graxos
Saturados 26,70 +0,03" 6,90 0,02
Insaturados (AGMI+AGPI) 69,30 + 0,01° 88,50 £ 0,01°
Nao identificados 4,00 + O,Olb 4,60 +0,01"

* média + desvio padrdo (n=3). AGPI= acidos graxos poli—insaturados; AGMI = acidos graxos monoinsaturados.

Letras sobrescritas diferentes na mesma linha sdo significativamente diferentes (p < 0,05).
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A partir dos dados da Tabela 3, pode—se observar que as fracdes apresentaram
valores similares aos encontrados na literatura (CREXI et al., 2012, PAIM, 2012). A hidrolise
e a complexacdo levaram a um aumento no valor de peroxido e anisidina dos concentrados de
AGI em comparagao com o 6leo branqueado (p <0,05), provavelmente devido as condig¢des
do processo, mantendo os valores dentro dos limites estabelecidos para consumo humano. De
acordo com a Comissdo do CODEX Alimentarius, estes valores (IP < 5 meq kg™, p—anisidina
< 20) mostram que o 6leo utilizado neste estudo estd dentro dos padrdes de qualidade
aceitaveis (CODEX, 2013).

O rendimento de reagao para a fragdo ndo complexada com ureia (concentrados de
acidos graxos livres) do 6leo obtido de visceras de carpa (Cyprinus carpio) foi de 32,3 %. O
6leo branqueado de carpa apresentou cerca de 70% de AGI e, apds a hidrélise e complexacao
com ureia, a fracdo ndo complexada (contendo os concentrados) apresentou soma de 88,5%
de 4cidos graxos poli—insaturados ¢ monoinsaturados (Tabela 3).

Além disso, a partir Tabela 3 pode—se verificar que o C-18:1, C-18:2 e C-18:3,
foram os 4cidos graxos com maior teor na fragdo ndo complexada com ureia, o que
corresponde a cerca de 69% dos acidos graxos totais. Estes resultados foram semelhantes aos
encontrados por Crexi et al. (2010), que concluiram que o 6leo refinado obtido de visceras de

carpa pode ser considerado uma rica fonte de dcidos graxos essenciais.

5.2 PROPRIEDADES DOS BIOPOLIMEROS

A quitosana obtida foi um po6 fino que apresentou umidade de 7,9% (m/m),
estando dentro da faixa da quitosana comercial (até 10% m/m, b.u.) e um baixo teor de cinzas
(0,4 %). O valor de N—total encontrado foi de 91,7 %. A Figura 11 apresenta as caracteristicas
superficiais da quitosana em po6. Na Figura 11(a) estd apresentada a imagem fotografica da
quitosana em po. Na Figura 11(b) a micrografia com ampliacio de 100x. Através da
microscopia eletronica de varredura (MEV) pode—se observar que a quitosana se apresenta
como um po.

O p6 de quitosana apresentou grau de desacetilacao de 86 = 1% e massa molar de
153 + 5 kDa. O parametro grau de desacetilagdo (quantidade de monomeros desacetilados na
cadeia) define a conversdo da quitina em quitosana. Quando o grau de desacetilagdo excede
50%, a quitosana produzida torna—se soliivel em meio acido aquoso. A quitina com um grau
de desacetilagdo acima de 75% ¢ reconhecida como quitosana (ELGADIR et al., 2015). A

massa molar também interfere na solubilizagdo das amostras. A quitosana com massas
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molares baixas ¢ mais facilmente dissolvida e forma solu¢des menos viscosas (WESKA et al.,

2007; ELGADIR et al., 2015).

Figura 11 — (a) Imagem fotografica e (b) micrografia da quitosana em po.

SEl  15kV SS40 x100 100pm
FURG- CEME-SUL

O grau de desacetilagdo e massa molar sdo os dois parametros fundamentais que
podem afetar as propriedades e a funcionalidade da quitosana. Estas propriedades incluem
solubilidade, viscosidade e coagulacao (ELGADIR et al., 2015). A quitosana ¢ facilmente
dissolvida em solucdes de acido fraco e pode ser utilizada em forma diluida para preparar
emulsdes (FATHI et al., 2014). Os valores de umidade, grau de desacetilacdo e massa molar
foram semelhantes aos obtidos para quitosana seca pelo procedimento de Dotto et al. (2011),
demonstrando que o processo de produgao foi eficiente.

A Figura 12 apresenta a morfologia da gelatina utilizada, a qual se encontra na
forma de um p6 homogéneo. A gelatina Tipo A tem ponto isoelétrico variando de 7 a 9
(PIORKOWSKI; McCLEMENTS, 2014). A for¢a do gel foi de 307 + 2 g, que € um critério

importante para determinar a qualidade da gelatina. Espera—se que a gelatina comercial de
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pele suino apresente de cerca de 300 g. Valores mais baixos indicam gelatinas de qualidade

inferior.

Figura 12 — (a) Imagem fotografica e (b) micrografia do p6 de gelatina.

SE) 15kV
FURG- CEME-SUL

O ponto de fusdo foi de 31,5 = 1,0°C. Esta determinagdo ¢ importante para o uso
de gelatina como material de revestimento em cépsulas a medida que elas se fundem quando
em contato com temperaturas acima do ponto de fusdo e, liberam facilmente os medicamentos
que contém no trato digestivo humano devido a temperatura, pH gastrico e enzimas digestivas
(WANDREY et al., 2010). A forga do gel e o ponto de fusdo estdo associados aos teores de
prolina e hidroxiprolina e a massa molar. O processo de gelificagdo envolve uma transi¢ao de
uma estrutura sem uma forma definida para uma tripla hélice, a uma temperatura determinada
(SILVA et al., 2014a). Em relacdio a cor da gelatina, o angulo Hue foi de 82 + 3°,
correspondendo ao amarelado. As gelatinas na sua forma pura devem ser substancias sélidas,
frageis, translicidas, incolores ou ligeiramente amarelas, quase insipidas e inodoras

(WANDREY et al., 2010).
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5.3 CARACTERIZACAO DAS NANOCAPSULAS
5.3.1 Efeito dos biopolimeros e sua interacdo na estabilidade, tamanho de particula e

indice de polidispersao

Solucdes de quitosana e gelatina puras, e suas misturas foram preparadas. Como
pode ser visto na Figura 13, ap6s a homogeneizacdo, as emulsdes usando proporgdes com
50% ou mais de gelatina (m/m), para todas as condi¢des, ndo foram capazes de formar
emulsdo, apresentando separagdo de fases (Figura 13 (d), (e), (f) e (g)). A gelatina tem sido
usada como um surfactante eficiente, capaz de atuar como emulsionante em emulsdes de 6leo
em agua. No entanto, quando usada isolada ou em grande propor¢do pode produzir gotas
relativamente grandes, prejudicando a estabilidade. O seu uso associado a outros ingredientes
¢ recomendado para melhorar a eficicia na formagdo e estabilizacdo de emulsdes
(PIORKOWSKI; McCLEMENTS, 2014).

Piacentini et al. (2013) testaram o microencapsulamento de goticulas de dleo
usando gelatina de pescado e goma ardbica por emulsio por membrana. Para estimar a
influéncia da proporcao de gelatina de pescado e goma arabica na fase aquosa, a mistura de
biopolimero foi variada de 30:70 a 80:20. Os autores descobriram que, dependendo da relagao
proteina:carboidrato utilizada, a parede formada em torno do 6leo podia tornar—se mais fina,
levando a coalescéncia. Bejrapha et al. (2011) estudaram o papel da gelatina na estabilidade
das nanocépsulas de oleoresina capsicum na matriz de gelatina. Os autores verificaram que
uma quantidade adequada de gelatina deveria ser usada, pois concentragdes relativamente
baixas ou altas ndo foram adequadas devido a sua prépria solubilidade limitada, resultando na
agregacdo de complexos quando a concentragdo de gelatina aumentou.

As nanocapsulas formadas por quitosana pura (Figura 13(a)) e misturas de
quitosana: gelatina (90:10 e 70:30) (Figura 13(b) e 13(c), respectivamente) se apresentaram de
forma estavel apos 30 dias, sem separacdo de fases. Apds o armazenamento, quando existe
cremagdo (separacdo de fases), as emulsdes ficam visualmente separadas em uma camada
opaca na superficie, uma camada com alta turbidez ao meio e/ou uma camada ligeiramente
turva na parte inferior. Devido ao seu pequeno tamanho de goticulas, as nanoemulsdes
aumentaram a estabilidade a separagdo ou agregacao gravitacional (ESQUERDO et al., 2016).
As nanoemulsdes estaveis foram caracterizadas pelo tamanho de particula e indice de

polidispersao (IPD).
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Figura 13 — Imagens das emulsdes logo apos sua homogeneizacao usando diferentes
proporg¢des de quitosana e gelatina em fase aquosa (quitosana: gelatina) (a) 100:0, (b) 90:10,

(c) 70:30, (d) 50:50, (e) 30:70, (f) 10:90 e (g) 0:100.
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O efeito do tempo de homogeneizagcdo (10 e 20 min) e a concentragdo de
polimeros na fase aquosa (1 e 2% m/v) na preparagao das nanocapsulas estao apresentados na
Tabela 4. Como pode ser visto, para todas as combinagdes de biopolimeros, a condigdo do
maior tempo de homogeneizacdo (20 min) e menor concentragdo de polimero (1% m/v)
proporcionou menores tamanhos de particulas. Isso demonstra que, o tamanho de goticulas
produzidas depende da energia e do tempo e homogeneizacdo, além da composi¢do
(concentracdo) das fases. Normalmente, as nanoemulsdes exigem o uso de alta energia
mecanica para serem produzidas. A energia mecanica perturba as fases separadas,
misturando-as, ¢ formando pequenas gotas de o6leo. O tamanho das gotas ¢ tipicamente
reduzido pelo aumento e duracdo da energia, na presenca de surfactantes cuidadosamente
selecionados (WALKER et al., 2015a). O uso de biopolimeros naturais (polissacarideos e
proteinas) como co—tensoativos pode ajudar a estabilizar as nanoemulsdes por adsor¢do a
superficie das goticulas, protegendo o 6leo da agregacao e atuando como material de parede.
Em alguns casos, a concentra¢do de polimero pode aumentar o tamanho das particulas. Este
fendmeno pode estar associado a interrup¢ao da interferéncia induzida por penetracdo de agua
nas goticulas de o6leo mediadas pela concentracdo aumentada de surfactante e, levando a

ejecao de goticulas de dleo na fase aquosa (QADIR et al., 2016).
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Tabela 4 — Distribuicdo de tamanho e indice de polidispersao (IPD) das nanocéapsulas
preparadas com diferentes proporgdes de material de parede (MP), concentracdes de

biopolimeros (CB) e tempos de homogeneizagao (TH).

MP
(Quitosana CB (m/v) TH (min) Tamanho (nm)* IPD*
:gelatina)

1% 10 369,3 +1,8° 0,260 + 0,023*
1% 20 292,0 + 4,3¢ 0,208 + 0,029*

100:0
2% 10 4753 +7,1° 0,243 +0,023*
2% 20 339,0 +3,5¢ 0,242 +0,029*
1% 10 128,1 £0,9° 0,287 + 0,032°

90:10 1% 20 79,3 +1,2¢ 0,250 + 0,012°
2% 10 1942 +4,1° 0,292 +0,029*
2% 20 106,7 + 0,8° 0,269 £ 0,027%
1% 10 65,4+ 1,3 0,202 + 0,028*
1% 20 34,8+ 0,7 0,245 +0,025%

70:30
2% 10 539+ 14% 0,249 + 0,024*
2% 20 49,5+ 0,9¢ 0,215 +0,032%

* média = desvio padrdo (n=3). Letras sobrescritas diferentes na mesma coluna sdo significativamente diferentes
(p <0,05) para a mesma relagdo de material de parede (MP).

Yuan et al. (2013) examinaram a influéncia da adicdo de quitosana nas emulsdes
contendo isolado proteico de soro de leite. A pH 3, com o aumento da concentragdo, nao
houve evidéncia de agregacdo de goticulas no tamanho das particulas ou nas observagdes
visuais das emulsdes. A alta estabilidade destas emulsdes pode ser atribuida ao fato de que

ndo houve atragdo entre as superficies do polimero e goticulas. Além disso, pode—se observar
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na Tabela 4 que a adicdo de gelatina levou a uma diminui¢do no tamanho das particulas. Surh
et al. (2006) usando gelatina para estabilizar as emulsdes de 6leo em 4gua, determinaram que
a quantidade de goticulas grandes observadas nas emulsdes tende a diminuir a medida que
aumentou a concentragdo de gelatina de pescado.

As distribui¢des de tamanho de particula das diferentes emulsdes estdo mostradas

na Figura 14.

Figura 14 — Valores médios (n = 3) da distribuicdo do tamanho de particula (% volume) de
nanocapsulas com diferentes proporgdes de quitosana:gelatina: (a) 100:0, (b) 90:10 e (c)

70:30, com concentracdo de biopolimero de 1% ou 2%, e dois tempos de homogeneizagdo (10

e 20 min).
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Nanoemulsdes sao formadas por goticulas muito pequenas, com didmetros de

particula variando de 10 a 300 nm e baixa polidispersao. Quanto menor € seu valor, mais
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homogénea ¢ a amostra, sendo os valores apropriados inferiores a 0,3 (LIM et al., 2013).
Todas as amostras apresentaram indice de polidispersdo inferior a 0,3 (Tabela 4) e
distribuicdo de tamanho de particula monomodal (Figura 14), indicando homogeneidade, com
goticulas distribuidas em uma faixa estreita. A composi¢do da emulsdo e as condigdes de
homogeneizagdo estudadas ndo registraram diferenca significativa entre os indices de
polidispersao para cada propor¢ao de biopolimero.

Para cada propor¢ao de biopolimero (quitosana:gelatina) (100:0, 90:10 e 70:30)
mostrada na Tabela 4, foi selecionada uma emulsdo para ser caracterizada. O critério de
selecdo utilizado foi o menor tamanho de goticula. Assim, em todas as propor¢des, foram
selecionadas as nanoemulsdes preparadas usando 20 min de tempo de homogeneizacdo e

concentracao de polimero na fase liquida de 1% (m/v).

5.3.2 Potencial Zeta, pH, Turbidez, indice de refracdo e morfologia das nanoemulsodes

O potencial Zeta reflete a composi¢ao interfacial das nanoemulsdes em relagdo ao
surfactante ou a presenca de moléculas com carga. Inicialmente, foram medidos os potencias
das solugdes iniciais de quitosana e gelatina, que foram de 32,8 e 13,8 mV, respectivamente.
O potencial Zeta das nanoemulsdes preparadas foi medido (Tabela 5), e todos os valores
foram positivos com carga interfacial variando de 26,5 a 31,0 mV. Os resultados positivos
podem ser atribuidos a presenca de quitosana, que carrega uma carga positiva na molécula
quando em um meio acido (pH ~ 3,7) (WANDREY et al., 2010). Li et al. (2016) prepararam
nanoemulsdes de dleo de triglicerideos de cadeia média, Tween 80 e lecitina para encapsular
curcumina com quitosana e, os autores verificaram que apos a adicdo de quitosana nas
nanoemulsdes o potencial Zeta foi alterado de negativo para positivo.

Os valores de potencial Zeta acima de 20 mV sugerem nanoemulsdes estaveis,
devido a repulsdo entre as particulas e impedem a agregacdo (WANDREY et al., 2010;
PIORKOWSKI; McCLEMENTS, 2014). A diminui¢do da carga das goticulas nas misturas
pode ser explicada pela substitui¢ao parcial da quitosana (biopolimero cationico, 32,8 mV)
por gelatina, que € um biopolimero anfotérico (13,8 mV) e, portanto, tem uma carga mais
baixa na superficie das goticulas (SAHOO et al., 2015).

Nao houve diferencas significativas nos valores de pH das nanoemulsdes (Tabela
5), medidos no tempo 0. Para aplicacdes alimentares, ¢ importante estabelecer as
caracteristicas elétricas das moléculas de biopolimero usadas (potencial Zeta versus pH), uma

vez que as interacOes eletrostaticas podem afetar as interagdes dos ingredientes e a
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estabilidade da emulsdo. O valor do pH ¢ um importante pardmetro de monitoramento da
estabilidade de emulsdes, pois alteragdes no seu valor indicam a ocorréncia de reagdes
quimicas que podem comprometer a qualidade do produto final (PIORKOWSKI;
McCLEMENTS, 2014).

Tabela 5 — Resultados obtidos para o potencial Zeta, pH, turbidez e indice de refracdo de
nanocépsulas preparadas com diferentes propor¢des de quitosana:gelatina na fase liquida (1%

m/v) e tempo de homogeneizagao de 20 min.

Material de parede Potencial Indice de
pH* Turbidez*
(quitosana:gelatina) Zeta (mV)* refracao®
(100:0) 31,5+04"  3,74+0,05 0,538 +0,003" 1,3360+0,0001"
90:10) 30,1+£0,3°  3,76+0,06° 0,498 +0,005° 11,3355 + 0,0004*
(70:30) 26,5+ 1,2° 3,80+0,05° 0,476+0,002° 1,3360 + 0,0002°

*media = desvio padrao (n=3). Letras sobrescritas diferentes na mesma coluna sao significativamente diferentes (p <0,05).

A turbidez e o indice de refracdo das suspensdes foram medidos para
complementar as informagdes sobre suas propriedades de dispersdo de luz. De acordo com
McClements (2002), a aparéncia geral de uma emulsio ¢ influenciada pelas suas
caracteristicas coloidais. A dispersdo ¢ em grande parte responsavel pela turbidez, opacidade
e leveza de uma emulsdo, enquanto a absor¢do ¢ em grande parte responsavel pela
cromaticidade. Na Tabela 5, a turbidez diminuiu com a diminuicdo do tamanho das goticulas
(Tabela 4). Uluata et al. (2016) determinaram efeito semelhante em emulsoes de oleo de
pescado e, atribuiram esse efeito ao fato de que pequenas goticulas se espalharam menos que
as grandes goticulas.

Os valores do indice de refracdo foram estatisticamente semelhantes em todas as
amostras (Tabela 5). O indice de refracdo ¢ influenciado pela concentracdo de materiais
presentes na emulsdo de 6leo em agua, sendo intimamente relacionado a luminosidade das
amostras (McCLEMENTS, 2002). Como as concentragdes de polimeros para todas as
emulsdes foram semelhantes, ndo foi verificada nenhuma perturbagao. Além disso, Dey et al.
(2012) testaram o indice de refracdo de emulsdes convencionais e nanoemulsdes de 6leo de

pescado rico em EPA e DHA, e determinaram que ndo havia diferenca entre os indices de
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refracdo, concluindo que as formulagdes eram termodinamicamente € quimicamente estaveis
e, permaneceram isotropicas.

A Figura 15 mostra imagens de microscopio 6tico dos concentrados de AGI antes
da homogeneizacdo com os biopolimeros e apos a formagdo das nanoemulsdes. Pode—se
observar uma mudanga no formato das goticulas dos concentrados (Figura 15(a)) que eram
irregulares, e ap6s a formacao de nanoemulsdes (Figura 15(b), (c) e (d)) as goticulas de 6leo
se apresentaram de forma esférica, com boa integridade. Além disso, a formag¢do de uma
parede polimérica ao redor do nucleo de 6leo pode ser vista, confirmando o revestimento
(encapsulamento) dos concentrados de AGI de 6leo de pescado. Assim como visualizado na
analise de espalhamento de luz (Tabela 4), as capsulas formadas utilizando apenas quitosana
na fase aquosa apresentaram maior tamanho. Com o revestimento adicional de biopolimeros
nas goticulas, foi possivel preparar emulsoes estaveis contendo 6leo de pescado concentrado

rico em Omega 3.

Figura 15 — Imagens microscdpicas: (a) 6leo sem presenca de biopolimeros; Nanocapsulas
formadas utilizando quitosana e gelatina na fase aquosa (1% m/v) e 20 min de tempo de

homogeneizagao, nas proporg¢oes de (b) 100:0, (c) 90:10 e (d) 70:30.

10 pm ‘1 pm

1 pm > v 1pm




94

5.3.3 Estabilidade oxidativa das nanocapsulas

A estabilidade oxidativa das nanocédpsulas contendo os concentrados de AGI,
elaboradas com diferentes proporgdes de biopolimeros, foi verificada (Figura 16). Os
produtos de oxida¢do primdria foram monitorados medindo o indice de perdxido (Figura
16(a)), enquanto os produtos de oxidag¢dao secundaria foram verificados pelos valores de p—
anisidina (Figura 16(b)). A oxidagdo total foi calculada pelo valor TOTOX (Figura 16(c)).

A influéncia dos biopolimeros na oxidacao das nanocéapsulas foi comparada. Para
todas as nanoemulsoes, os valores de peroxido e p—anisidina aumentaram ao longo dos dias
de armazenamento. No entanto, a formulagdo que apresentou a propor¢ao de
quitosana:gelatina 90:10 mostrou menos oxidacdo apds 7 dias (indice perdxido de 4,8 meq
kg™, p—Anisidina de 9,0 e TOTOX de 19,4). Estudos sugerem que a quitosana pode atuar
como antioxidante em emulsdes, pela adsor¢do na superficie de lipidios, formando uma
camada de polimero ao redor das goticulas de 6leo. O revestimento (encapsulamento) tem
uma carga positiva, com capacidade para repelir ions catidnicos de metais de transi¢ao (que ¢
um dos principais fatores de oxidacdo) (NUCHI et al., 2001). A gelatina (um agente ndo
10nico) atuando como co—surfactante, associada ao 7ween 80 (um agente ndo i6nico) ¢ capaz
de formar complexos interfaciais na superficie dos globulos dispersos, que promovem uma
estabilizacdo maior da emulsdo do que quando apenas um agente emulsionante ¢ empregado.
Assim, a gelatina pode ter ajudado a quitosana a aderir as superficies lipidicas, formando uma
pelicula carregada eletricamente, sendo uma melhor barreira a oxidag¢do. Porém, o aumento da
quantidade de gelatina reduziu a propor¢do de quitosana para formar o revestimento
polimérico no 6leo, deixando as paredes mais finas (Figura 15) podendo ser o motivo do
aumento da oxida¢do primaria e secundaria (PIACENTINI et al., 2013; SCHULMAN;
COCKBAIN, 1940).

Além disso, a oxidacdo lipidica ¢ acelerada por rea¢des quimicas que ocorrem na
superficie das goticulas da emulsdo. Assim, a taxa de oxidacdo lipidica aumenta a medida que
o tamanho das goticulas diminui, devido a maior area superficial exposta a fase aquosa
(OSBORN; AKOH, 2004). Este fato corrobora com os altos valores de p—anisidina (31,2)
encontrados para a propor¢ao de 70:30, que apresentaram os menores tamanhos de goticulas.
Estes resultados demonstram que a presenca de polissacarideos na composicdo das
nanoemulsdes tem um papel importante para reduzir a oxidacdo dos acidos graxos, e o estudo
de proporg¢des apropriadas leva a formagdo de uma camada interfacial de polimero mais

eficiente.
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Figura 16 — Efeito das propor¢des ao longo do tempo de biopolimeros (quitosana:gelatina (@)
100: 0, (m) 90:10 e (A) 70:30) na fase aquosa (1% m/v) de nanoemulsdes sobre: (a) indices
de perdxido, (b) valores de p—anisidina, e (c) oxidagao total (TOTOX).
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Salvia—Trujillo et al. (2016) avaliaram o impacto da adicao de polissacarideos
sobre a estabilidade quimica de nanoemulsdes enriquecidas com o6leo de pescado ricos em
omega—3. Os resultados indicaram que a carga de uma molécula de polissacarideo
desempenha um papel importante na oxidagdo de acidos graxos nas emulsdes. Uluata et al.
(2016) estudaram o efeito do tamanho de particula na estabilidade das emulsdes de 6leo de
6leo de pescado. Os produtos de oxidagdo primaria e secunddria indicaram que a taxa de
oxidagdo aumentou com a diminui¢do do tamanho das goticulas, pois a luz conseguiu penetrar
mais facilmente e gerar espécies reativas de oxigénio em pequenas gotas. A estabilidade
oxidativa de nanoemulsdes de 6leo de pescado produzidos por emulsificagdo espontanea foi
estudada por Walker et al. (2015b) e, avaliada pelos valores de peroxido e acido tiobarbittrico
durante 14 dias. Foram testados o efeito da concentracdo de surfactante e tamanho de
particulas na sua estabilidade oxidativa. Nem o tamanho de particulas nem a concentragao do
tensoativo tiveram um grande impacto sobre a taxa de oxidagdo de lipidios nas emulsdes de
6leo de pescado, para produzir emulsdes que podem ser adequados para fortificar os sistemas
alimentares ou bebidas.

De acordo com o Padrdao Geral de Aditivos Alimentares (General Standard of
Food Additives, CODEX, 2013), na categoria de alimentos: banha, sebo, 6leo de pescado e
outras gorduras animais, deve cumprir o seguinte: indice de perdxido < 5 meq kg™, valor de
p—anisidina < 20 e oxidacdo total (valor TOTOX) < 26 para garantir uma boa qualidade e a
protecdo do consumidor.

Apesar, de as nanoemulsdes terem permanecido sem separacao de fases por 30
dias, as nanocapsulas com os melhores resultados de oxidagao (relacao de 90:10) permaneceu
dentro do limite aceitdvel por 7 dias (CODEX, 2013), mostrando o indice de peroxido
variando de um minimo de 3,4 meq kg™ a um méaximo de 4,8 meq kg'. Os valores de p—
anisidina variaram de 6,2 a 9,8. O TOTOX foi de cerca de 13,0 e, apés uma semana de
armazenamento, foi de 19,4. Estes resultados tém implicagdes importantes para o
desenvolvimento das nanocapsulas, a fim de refor¢ar os alimentos e bebidas. Com o
revestimento adicional de biopolimeros nas goticulas, foi possivel preparar emulsdes estaveis
contendo concentrados de AGI a partir de 6leo de carpa, sendo a propor¢ao 90:10 a que gerou
resultados mais adequados, com maior prote¢ao dos concentrados de AGI. Assim, a fim de
verificar a possibilidade do aumento da estabilidade das nanocapsulas, as mesmas foram secas

por liofilizagao, para a obtengdo de microestruturas.
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5.4 CARACTERIZACAO DAS MICROESTRUTURAS

As nanocédpsulas de concentrados de AGI utilizando os biopolimeros
quitosana:gelatina (1% m/v), nas propor¢des de 100:0, 90:10 e 70:30 foram liofilizadas a fim
de obter e estudar as microestruturas formadas, e verificar a influéncia da modificagdo da
propor¢ao dos materiais de parede. Os experimentos para produzir microestruturas por
congelamento foram projetados para obter informacdes sobre a estabilidade das
microcapsulas quando o processo ndo envolve tratamento térmico. Este método ¢ aplicado
para avaliar o efeito de baixas temperaturas de secagem na producdo e estabilidade das
microcapsulas de oleo de pescado. As imagens fotograficas das amostras liofilizadas estdo
apresentadas na Figura 17, onde pode se observar uma estrutura esponjosa, irregular, muito
leve e altamente porosa. Anwar ¢ Kunz (2011) encontraram uma estrutura similar para

microcapsulas de 6leo de pescado obtidas por liofilizagdo.

Figura 17 — Imagens fotografica da microestrutura formada utilizando quitosana e gelatina

nas proporg¢des de (a) 100:0, (b) 90:10 e (c) 70:30.




98

As caracteristicas texturais das microestruturas formadas podem ser observadas
nas Figuras 18, 19 e 20, para os diferentes materiais de parede utilizados. Através das
micrografias obtidas, observa—se que as capsulas formadas apresentaram forma esférica,
aderida a superficie da microestrutura. Além disso, pode—se confirmar que a adi¢ao de
gelatina proporcionou uma diminui¢ao no tamanho das goticulas de AGI encapsulados. Para
as trés amostras analisadas, o espectro EDX, apresentou como principais elementos presentes
na superficie: carbono, nitrogénio e oxigénio. Essa composi¢do ¢ justificada pela estrutura
quimica dos componentes utilizados para a elaboragdo das emulsdes (6leo, quitosana e
gelatina (Figuras 1, 2 e 3)), que s@o formados por atomos de carbono nitrogénio e oxigénio

majoritariamente.

Figura 18 — Micrografias das capsulas liofilizadas utilizando 100% de quitosana (a) x250, (b)
x1.000 (c) x2.5000 e (c) x15.000.

SEI  15kV WD10mm SS50 x250 100pm  — 15kvV WD10mm SS50 x1,000

SEl  15kV WD12mm  SS40 x2,500 10pm S ——— SElI  15kV WD12mm SS40 x15,000 1pm S—
FURG- CEME-SUL FURG- CEME-SUL



Figura 19 — Micrografias das capsulas liofilizadas utilizando 90% de quitosana e 10% de

gelatina (a) x250, (b) x1.000 (c) x2.5000 ¢ (c) x15.000.
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% SElI  15kV WD12mm  SS40 x2,500 10pm —— | SEI  15kV WD12mm  SS40 x15,000 1pm i
FURG- CEME-SUL FURG- CEME-SUL

Figura 20 — Micrografias das capsulas liofilizadas utilizando 70% de quitosana e 30% de

gelatina (a) X250, (b) x1.000 (c) x2.5000 e (¢) x15.000.
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A Tabela 6 mostra os parametros de cor das matérias—primas utilizadas para a
elaboracdo das emulsoes e eficiéncia de encapsulamento e rendimento do processo, de uma
amostra de quitosana pura liofilizada (padrdo) e das microestruturas contendo os concentrados
de AGI utilizando as diferentes propor¢des de material de parede. Em relagdo aos parametros
de L*, as amostras estudadas apresentaram diferenca significativa, porém todas tiveram
tendéncia a cor clara e, o aumento da substituigdo de quitosana por gelatina levou a um leve
escurecimento, devido provavelmente a gelificacdo. Além disso, a gelatina em pd apresentou
um valor de L* inferior da quitosana em po, confirmando a tendéncia a um leve
escurecimento. Para b* os altos valores positivos indicam tendéncia a cor amarelada,
confirmada pelos valores do angulo Hue (H,,), que mostraram que as microestruturas
apresentaram tonalidade amarelada.

O croma (C*) (Tabela 6), que ¢ o valor da intensidade da cor de uma amostra
percebida pelos seres humanos, encontrado nesta pesquisa foi baixo, indicando que a
intensidade da cor das amostras do presente estudo ndo ¢ intensa. Ja os concentrados de AGI
apresentaram angulo Hue de 74°, mostrando uma tendéncia a tonalidade alaranjada e o menor
valor de croma associado a sua menor intensidade devido a transparéncia do o6leo. O baixo
valor de AE,,* indicou que o processo de encapsulamento teve pouco efeito sobre a cor do
produto final, demonstrando predominancia da cor do material de parede, confirmando um
encapsulamento efetivo. Klaypradit e Huang (2008) encontraram resultados semelhantes no
encapsulamento do 6leo de pescado usando quitosana como agente encapsulante.

As eficiéncias de encapsulamento (EE) variaram de 70 a 78%. Essa diferenga
provocada pelo aumento da quantidade de gelatina demonstrou que houve uma inefetividade
da gelatina como revestimento polimérico no 6leo, deixando as paredes mais finas. Esse
resultado pode ser confirmado verificando—se o valor de L* quando os valores de EE eram
mais baixos. Sabendo—se que, o L* dos concentrados de AGI foi baixo, essa alteracdo no
valor pode representar o Oleo presente na superficie das microestruturas. Minimizar a
quantidade de dleo superficial € crucial na microencapsulacdo lipidica, ja que este material
pode se oxidar a taxas mais rapidas do que o 6leo encapsulado, causando rancidez e reduzindo

a vida util do produto acabado (KARACA et al., 2013).
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Aghbashlo et al. (2012) estudaram diferentes tipos de materiais de parede para o
encapsulamento de dleo de pescado, e encontraram eficiéncia de encapsulamento variando de
76 % a 85 %. Klaypradit e Huang (2008) encontraram valores variando entre 79 e 83 % no
encapsulamento de 6leo de pescado com quitosana por atomizador ultrasonico. Eratte et al.
(2015) encapsularam acidos graxos 6mega—3 de 6leo de atum utilizando isolado proteico de
soro de leite e goma arabica como materiais de parede, utilizando as técnicas de spray dryer e
liofilizag¢do. Seus valores de eficiéncia de encapsulamento para as microcapsulas obtidas por
liofilizagao foram de 76,3 %.

A quantidade de oleo retida na cépsula seca ¢ importante porque influencia a
estabilidade do produto. Sendo assim, as eficiéncias de encapsulamento encontradas neste
trabalho sdo semelhantes as encontradas na literatura. O rendimento do processo de secagem
por liofilizagdo foi alto em todas as amostras. Esse fato se deve ao processo de secagem nao
ser um método destrutivo, proporcionando um elevado rendimento, sem perdas significativas.
Peng et al. (2010) usando material a base de quitosana para encapsular o d6leo de algas
encontraram o rendimento do processo de 94%.

Os grupamentos funcionais nas microestruturas foram identificados por analise de
FT-IR (Figura 21). Foram analisados os concentrados de AGI (Figura 21(a)), a quitosana
pura (Figura 21(b)), a gelatina pura (Figura 21(c)) e as microestruturas (Figura 21(d), (e) e (f))
contendo as nanocapsulas com diferentes propor¢des de material de parede. Na Figura 21(a),
pode ser observado a 3100 cm™, o pico relacionado a um hidrogénio ligado a um carbono
insaturado. Foram identificadas as bandas 2900, 2800, 1740 e 1200 cm™'. As bandas a 2900 e
2800 cm™' representam as ligagdes simétricas e assimétricas de —CH,—, respectivamente. A
banda 1740 cm™ é relativa as ligagdes C=0. A banda em torno de 1200 cm™ ¢ relativa a C-O
dos ésteres dos acidos graxos formados ap6s a hidrdlise. As bandas encontradas sdo tipicas de
AGI. A Figura 21(b) mostra bandas vibracionais tipicas da quitosana: 3100 cm™' (relativa aos
estiramentos das ligacdes O—H e N=H), 1580 cm™' (estiramento da ligagio C—N de amida),
1400 (deformagdo angular das ligacdes C—O—H e H-C—H), 1080 (ligagdo C—N de amina) e
1020 cm™ (estiramento da ligagdo C—O), sendo possivel afirmar que os grupamentos NH, e
OH, tipicos da quitosana, estdo presentes no espectro (DOTTO et al., 2013). Pode—se observar
ainda, na Figura 21(c), as bandas de absorcdo nas regidoes de amida caracteristicas da gelatina.
A banda que representa a amida—A situou—se em 3500 cm ™', ¢ em 2900 cm™' encontra—se a
banda relativa a amida—B, a forma¢ao desta banda estd relacionada com o alongamento
causado pelas ligagdes N—-H. Em 2860 cm™' pode—se observar as vibragdes dos estiramentos

das ligagdes C—H. A banda 1630 cm™' representa os estiramentos do grupamento C—N e
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flexdo N—H no plano da amida I. O pico 1550 cm™ corresponde a absor¢do na regido da
amida II. As vibragdes dos anéis de prolina e hidroxiprolina sdo representados pela banda
1450 cm™. A banda em 1257 cm™ estd relacionada ao estiramento C-N da amida III
(AHMAD et al., 2011; SILVA, 2014a). Em 798 cm™' ¢ encontrado o pico referente 4 amida

primaria de aminoacidos em estado solido.

Figura 21 — Espectro FT-IR: (a) concentrados de AGI, (b) quitosana pura, (c) gelatina pura e
microestruturas utilizando proporcdes de (d) 100:0 (e) 90:10 e (f) 70:30 (quitosana:gelatina)

contendo as capsulas de concentrados de AGI.
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Nas Figuras 21(d), (e) e (f), relativas as microestruturas formadas, pode—se

observar a presenca dos picos relativos a presenga da quitosana e do oleo. Ocorreu uma



104

modificacdo de forma da banda 3100 cm™, que esta associada ao hidrogénio ligado a um
carbono insaturado, correspondente a ligagio O—H. As faixas 2900, 2800, 1740 ¢ 1200 cm™
do 6leo foram mantidas. Com a adi¢do da gelatina, houve o aparecimento do pico em 3500
cm relativo a presenca da amida—A, e do pico em 798 cm ™’ relativo a amida primaria. Assim,
a comparacao dos espectros das substancias puras € das microestruturas confirma a presenga
dos concentrados de AGI, gelatina e quitosana na microestrutura. Os espectros FT-IR de
ambas as microestruturas contendo os concentrados de AGI foram aproximadamente iguais a
mistura virtual dos espectros dos componentes iniciais. A natureza dos picos nao variou para
os concentrados combinados aos materiais de parede com a capsula gerada, indicando a
auséncia de qualquer interagdo quimica forte entre 6leo de pescado e o material de parede.
Aghbashlo et al. (2012) encontraram comportamento semelhante ao encapsular 6leo de
pescado utilizando lactose e sacarose como materiais de parede, e definiram que os resultados
evidenciaram as boas caracteristicas de encapsulamento, relevantes para as caracteristicas
fisicas de sua composi¢ao.

Os termogramas dos materiais de parede, dos concentrados de AGI e das
microestruturas contendo as capsulas estdo apresentados na Figura 22, e apresentam as etapas
de decomposi¢do relacionadas a perda de massa. A Figura 22(a) mostra a curva DSC da
quitosana pura representada por um pico endotérmico préximo de 100°C atribuido a
evaporacao de substancias volateis, como agua ligada a pontes de hidrogénio com grupos
hidroxila da quitosana (CONTRI et al., 2014). O termograma da gelatina (Figura 22(b))
mostrou pico endotérmico amplo. Este pico, que corresponde a temperatura de fusdo, ¢é
definido como a temperatura correspondente a ruptura de ligacdes entre as cadeias, resultando
na fusdo de cadeias peptidicas (FLORY; GARRETT, 1958).

Em relagdo ao termograma dos concentrados de acidos graxos insaturados (Figura
22(c) pode—se observar trés picos principais a cerca de —65°C, —30°C e —5°C. O primeiro
refere—se ao ponto de fusdo de acidos graxos poli—insaturados, como os acidos graxos da
familia @3 (EPA e DHA). O segundo e terceiro picos estdo associados aos pontos de fusao
dos acidos linoleico e oleico, respectivamente, que estdo presentes em grandes quantidades
nos concentrados de AGI (Tabela 3) (ENGELMANN, 2017).

Para as trés amostras de microestruturas (Figura 22 (d), (e) e (f)), € possivel
verificar um forte pico endotérmico com uma temperatura de inicio de 115°C, temperatura
maxima de 125°C e temperatura de conclusdo de 140°C. Este pico pode ser atribuido a
degradacdo da estrutura de polissacarideos da quitosana na microestrutura, incluindo a

desidratacdo de anéis de sacarideos, polimerizagdo e decomposicdo de unidades acetiladas e
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desacetiladas. Nas amostras utilizando gelatina, pode—se observar que houve um desvio na
linha da base anterior ao pico, caracteristico de eventos onde hd mudanga da capacidade
calorica da amostra, provavelmente, relativo ao inicio da transi¢cdo térmica associada a

desnaturagdo das proteinas da gelatina, levando a perda da disposi¢ao dimensional das cadeias

polipeptidicas.

Figura 22 — Termogramas da (a) quitosana, (b) gelatina (c) concentrados de AGl e
microcapsulas de concentrados de AGI, utilizando diferentes propor¢des de quitosana:gelatina

como material de parede (d) 100:0 (e) 90:10 e (f) 70:30).

(a)
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A entalpia para a amostra utilizando apenas quitosana foi de 110,5J g”'. Com a
substitui¢do de 10 e 30% de gelatina, houve uma diminui¢do da entalpia para 78, 6 € 43,5 J g~

! respectivamente, demonstrando que a quitosana ¢ termicamente mais estavel do que as

proteinas. De acordo com Liu et al., (2012), as interagdes entre gelatina e quitosana dependem
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das propriedades fisico-quimicas de ambos os materiais. Variagdes na temperatura de
transicdo entre 80 e 180°C indicam que as microestruturas de gelatina e quitosana tém boa
miscibilidade. Além disso, de acordo com as curvas de DSC (Figura 22 (d), (e) e (f)),
observam—se duas transi¢cdes endotérmicas proximas a —25°C e 10°C, referentes as etapas de
cristalizacdo das cadeias insaturadas e saturadas. As temperaturas negativas de fusao das
amostras estdo relacionadas a presenca dos AGI (SATHIVEL, 2005). Além disso, o
desaparecimento dos picos a temperaturas negativas relativos aos concentrados de AGI,
demonstra que os mesmos estdo protegidos (encapsulados) pela estrutura polimérica,
confirmando o encapsulamento efetivo. Os resultados demonstraram que a adi¢do dos
concentrados de AGI ndo teve impacto na estabilidade térmica das capsulas.

Na Figura 23 sao apresentados os resultados de difragdo de raios-X da quitosana e
gelatina em po e das microestruturas contendo as nanocéapsulas. De acordo com Gamiz—
Gonzalez et al. (2015), os picos principais da quitosana sdo em 20 = 9-10° ¢ 26 = 20-21°.
Analisando o difratograma do p6 de quitosana representado na Figura 23(a), a presenca de
picos caracteristico, confirma a presenga de dominios cristalinos em sua estrutura,
demonstrando que a quitosana utilizada no trabalho ¢ um polimero semicristalino, ou seja,
uma mistura de cadeias cristalinas e amorfas que podem estar interconectadas. Para a gelatina
em po (Figura 23(a)) a amostra se apresentou amorfa, com picos de difracdo principais em
torno de 20 = 20 atribuidos a estrutura cristalina tripla helicoidal do coldgeno desnaturado
durante a extracdo da gelatina (BENBETTAIEB et al., 2016).

A Figura 23 (a) e (b) permite a comparagdo entre as formas soélidas dos materiais
de parede e das microestruturas formadas, onde para as emulsdes secas observa-se uma perda
consideravel da intensidade dos picos presentes na quitosana (Figura 23(a)). Este tipo de
comportamento traduz uma modificacdo da morfologia das particulas secas por liofilizacao,
confirmando a formagdo de um produto amorfo. Desta forma, pode-se inferir que a alta taxa
de agitacdo utilizada na preparacdo das nanoemulsdes causou uma modificagdo estrutural na
quitosana, confirmada pela alteracdo da curva do termograma obtido (Figura 22). Essas
alteragdes indicam perda de cristalinidade devido a formagao de novas ligacdes covalentes e
alteracdes na estrutura da quitosana. De acordo com Vishnu et al. (2017), isto pode ser
atribuido a um maior desdobramento das cadeias do polimero e ao encapsulamento bem
sucedido do dleo dentro das microparticulas. Observacdes semelhantes foram feitas em
espectros DRX de microparticulas de quitosana carregadas com o6leo essencial de coentro
(DUMAN; KAYA, 2016) e microcapsulas de o6leo de sardinha utilizando quitosana
adicionada de acido vanilico como material de parede (VISHNU et al., 2017). Mulik et al.
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(2010) mostraram que o padrdo de difracdo da curcumina € significativamente diferente do

padrao de difragdo de nanoparticulas de curcumina.

Figura 23 — Difratogramas de raios-X da (a) quitosana e gelatina em po e (b) das

microestruturas contendo as nanocapsulas de concentrados de AGI, utilizando diferentes
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Os valores de densidade aparente (p,), porosidade (ep) e volume de poros (V,,) das
microestruturas estdo apresentados na Tabela 7. A porosidade € o volume de poros das
microestruturas obtidas sdo considerados bastante elevados, se comparado aos valores da
quitosana em po determinados por Piccin et al. (2011) (V, = 9,5 X 10° m’ kg™ e ep < 10%),
utilizada como base inicial para a formagao das microestruturas contendo as nanocéapsulas. Os
elevados valores de porosidade encontrados confirmam o apresentado pelas fotografias
(Figura 17) e pelas micrografias (Figuras 18, 19 e 20) das microestruturas, onde se pode
observar que todas tiveram aparéncia amorfa folhosa, consistindo de uma disposicao irregular
de grandes poros, contrastando com as particulas de quitosana (Figura 11) e gelatina (Figura
12), com granulometria homogénea ¢ compacta. Estas caracteristicas sdo especialmente
importantes para fins de protecao do 6leo encapsulado, uma vez que a elevada porosidade e
volume de poros estdo intimamente relacionados a maior difusdo do oxigénio sobre a
superficie da estrutura, facilitando as reagdes de oxidagdo devido ao contato entre o 6leo e o

oxigénio (ERATTE et al., 2015).

Tabela 7 — Valores de densidade aparente (p,), porosidade (ep) e volume de poros (V,) das

microestruturas obtidas contendo as nanocéapsulas.

Amostras microestruturas

Caracteristicas 100:0 90:10 70:30

pp (kg m™) 61,8+54% 40,4 +2,4° 37.84+0,9°¢
ep (%) 93,7+0,9° 96,6 +0,5° 974+0,1°
V, (m* kg™ 0,015 + 0,003 0,023 + 0,005 ° 0,029 + 0,002 ©

*média + desvio padrao (n=5). Letras sobrescritas diferentes na mesma linha sdo significativamente diferentes (p
<0,05).

Os concentrados de AGI utilizados no trabalho sdo ricos em acidos graxos poli—
insaturados, altamente suscetiveis a degradacdo oxidativa. Os produtos oxidativos primarios
(medidos pelo indice de perdxido) podem participar na auto-oxidagdo de lipidios para
produzir uma variedade de produtos secundarios de oxidagdo, que podem ter efeitos adversos
na qualidade do produto final (KARACA et al., 2013). Desta forma, a oxidac¢ao primaria dos
concentrados de AGI encapsulados foi testada através do indice de peroxido. As amostras
foram armazenadas a 4°C por 45 dias, e os resultados sdo mostrados na Figura 24. O indice de

perdxido dos concentrados de AGI nao protegidos, ou encapsulados foi semelhante (~ 3.6
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—1 ~
meq kg ) no tempo zero, demonstrando que o processo de encapsulamento ndo causou

impacto na qualidade do dleo.

Figura 24 — Indice de perdxido dos concentrados de AGI ndo encapsulados e das

microestruturas formadas.
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Os resultados de indice de peroxido demonstram que a oxidagdo aumentou
gradualmente a medida que o tempo de armazenamento avangou. A estabilidade de todas as
amostras ¢ influenciada em grande parte pelos materiais de revestimento utilizados. Para as
microestruturas, o encapsulamento que utilizou a maior propor¢ao de gelatina forneceu a
protecdo mais baixa. Inicialmente, a incorporacdo de gelatina na emulsdo deveria
proporcionar uma melhor inibigdo de oxidagdo devido a maior estabilidade das emulsdes.
Porém, os resultados de indice de perdxido aumentaram com o aumento da quantidade de
gelatina, que causou uma diminui¢do no tamanho das cépsulas, ¢ uma diminui¢do na
eficiéncia de encapsulamento.

A capacidade de inclusdo de um o6leo dentro de um agente encapsulante ¢
determinada significativamente pela estrutura molecular do polimero e do acido graxo

(comprimento de cadeia e numero de ligacdes duplas) (YU et al., 2001). Apesar da gelatina
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ter menor capacidade para formar involucros em moléculas grandes complexas, o diametro
das particulas formadas também determinou para as microestruturas um papel importante na
estabilidade oxidativa. As microestruturas formadas contendo cépsulas menores possuiam
uma maior quantidade de 6leo superficial exposta, e também permitiram uma maior dispersao
da luz, devido a alta porosidade do material, levando assim a uma oxida¢do mais rapida
(ULUATA et al., 2016). Essa oxidagdo foi facilitada pela morfologia da microestrutura que
era irregular, muito leve, altamente porosa (Tabela 7) e, portanto, tinha uma grande area
superficial que pdde facilitar a difusdo do oxigénio do ar sobre a superficie da particula, que
entrou na parte interna da particula devido ao estado amorfo da matriz (Figura 23(b)). Devido
a essa acessibilidade, o oxigénio pode facilmente decompor os lipidios nas matrizes
poliméricas (ERATTE et al., 2015). As amostras que utilizaram apenas quitosana tiveram
maiores tamanhos de capsulas, maior eficiéncia de encapsulamento e menores porosidades.
Essas caracteristicas associadas proporcionaram a menor variagdo no indice de perdxido das
microestruturas (3,6 a 6,0 meq kg™') durante o periodo de armazenamento, demonstrando que
a quitosana proporcionou uma barreira eficiente para evitar a oxida¢do primdria dos
concentrados de AGI obtidos a partir de dleo de pescado.

A partir dos dados obtidos, verificou-se que apds a secagem, houve um
encapsulamento eficiente e as capsulas formadas utilizando 100% de quitosana como material
de parede conseguiram aumentar a estabilidade oxidativa dos concentrados de AGI para 45
dias. Assim, as isotermas de adsorcdo de dgua das microestruturas foram estudadas a fim de

verificar o comportamento do material em diferentes atividades de agua.

5.5 ISOTERMAS DE EQUILIBRIO

Para as trés microestruturas formadas, os dados de umidade de equilibrio (Xe) em
funcdo da atividade de agua (a,) foram ajustados através de regressdo nao linear pelos
modelos GAB, BET e Oswin, respectivamente, segundo as Equacoes (2), (3) e (4), sendo que
os seus parametros estdo apresentados na Tabela 8. As umidades de equilibrio sdo
informagdes necessarias na modelagem, sendo incorporadas como parte do modelo para

caracterizar o sistema ou para servir como condi¢des de contorno (MOREIRA, 2011).
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Tabela 8 — Estimativa dos parametros, erro médio relativo (EMR) e R? dos modelos para as

isotermas de adsor¢ao das microestruturas contendo as cépsulas de AGL

Microestruturas
100:0 90:10 70:30

Parametros 4°C 25°C 4°C 25°C 4°C 25°C
GAB
Xm

0,1424 0,0724 0,1049 0,0783  0,0834 0,0796
(kg kg's)
Ca 14,89 6,13 18,55 3,61 33,25 3,04
K 0,8119 0,9384 0,9041 0,9120  0,9076 0,8938
EMR (%) 3,56 4,74 3,42 4,45 3,64 2,37
R’ 0,9984 0,9953 0,9908 0,9909  0,9977 0,9990
BET
Xm

0,0956 0,0686 0,0831 0,0450  0,0703 0,0618
(kgkg's)
Cs 39,84 5,60 58,33 1,92 43,36 8,34
EMR (%) 6,67 13,24 5,65 12,10 7,94 12,51
R’ 0,9720 0,9727 0,9912 0,9435 09726 0,9621
OSWIN
Ay 0,22 0,12 0,18 0,11 0,14 0,11
B, 0,36 0,60 0,47 0,59 0,45 0,57
EMR (%) 8,99 11,75 11,93 7,36 6,98 11,66
R’ 0,9609 0,9811 0,9631 0,9937  0,9829 0,9761

Os dados experimentais das isotermas de adsor¢ao ajustados aos modelos GAB,
BET e Oswin estdo apresentados nas Figuras 25, 26 e 27. A partir dos dados obtidos na
Tabela 8 e das Figuras 25, 26 e 27, pode—se observar que o modelo GAB foi o que apresentou
o ajuste mais adequado aos resultados experimentais, com os maiores valores para os
coeficientes de determinacdo (R* > 0,99), e menores erros médios relativos (< 5%). A
literatura apresenta o modelo GAB como o modelo mais utilizado para determinar
propriedades fisicas de alimentos, por representar adequadamente os dados experimentais na

faixa de atividade da 4gua do maior interesse pratico em alimentos (0,1 < a,, < 0,9) e, pela



112

introducao da constante k relacionada com a energia de interacdo de sor¢ao na multicamada
(TIMMERMANN; CHIRIFE; IGLESIAS, 2001).

As isotermas de sor¢do apresentaram a forma sigmoidal, com o teor de umidade
de equilibrio aumentando com a atividade de 4gua para uma dada temperatura. Este
comportamento ¢ similar para a maioria das isotermas de sor¢cdo de materiais hidrofilicos,
conforme reportado na literatura (KABLAN et al., 2008). O aumento da temperatura
provocou diminui¢ao do conteudo de umidade, indicando a diminui¢ao das forcas de atragao
e, consequentemente, a saida de dgua do material. Com o aumento da temperatura, as
moléculas de 4gua comegam a ter um aumento no nivel da sua energia de ativagao, tornando—
se instaveis e quebrando as ligacdes intermoleculares entre as moléculas de agua e os sitios de

adsor¢do (LAGO; NORENA, 2015).

Figura 25 — Modelos GAB, BET e OSWIN ajustados aos dados experimentais das isotermas
de adsor¢ao de dgua nas temperaturas de (®) 4°C e (A) 25°C para as microestruturas

utilizando propor¢ao 100:0 de quitosana:gelatina.
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Figura 26 — Modelos GAB, BET e OSWIN ajustados aos dados experimentais das isotermas
de adsor¢do de agua nas temperaturas de (@) 4°C e (A) 25°C para as microestruturas

utilizando propor¢do 90:10 de quitosana:gelatina.
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Figura 27 — Modelos GAB, BET e OSWIN ajustados aos dados experimentais das isotermas

de adsor¢do de 4gua nas temperaturas de (@) 4°C e (A) 25°C para as microestruturas

utilizando proporcao 70:30 de quitosana:gelatina.
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De acordo com a equagdo de GAB, o ajuste dos dados de sor¢do permitiu a
estimativa dos valores de umidade da monocamada (Xm). O valor Xm ¢ de particular
interesse, uma vez que corresponde a quantidade de agua fortemente ligada a locais
especificos na superficie das microcépsulas e, representa o teor de umidade ideal para que os
alimentos desidratados tenham uma vida util maxima, limitando as reagdes de deterioragao.
Este parametro ¢ importante para predizer as condi¢cdes de armazenamento e a deterioragao
dos alimentos, visto que ele ¢ um indicador da disponibilidade dos sitios polares para
estabelecer ligacdes com a agua (FRANKEL, 2005).

Neste trabalho, os valores de Xm (Tabela 8) diminuiram em todas as amostras
com o aumento da temperatura. O mesmo comportamento foi observado por Escalona-Garcia
et al. (2016) na elaboragcdo de microcapsulas de 6leo de chia com isolado proteico (0,063 —
0,052 kgmoo kg '), e Silva et al. (2014b) com microparticulas de 6leo essencial de alecrim
(0,124 — 0,084 kg kg's). A diminuicdo do Xm pode ser explicada devido a mudangas
estruturais na matriz dos biopolimeros como resultado do aumento de temperatura, o que
reduz os locais ativos na superficie das microcapsulas onde a dgua pode ser adsorvida
(ESCALONA-GARCIA et al., 2016). Além disso, os valores de Xm para as microestruturas
usando apenas gelatina foram superiores. Isso pode ser explicado devido a adi¢dao de gelatina,
que possui uma umidade de monocamada menor que a da quitosana. Monte (2016) encontrou
umidade da monocamada (Xm) de 0,14 kg kg™, para filmes de quitosana a 40°C, enquanto
Mortola et al., (2003) encontraram umidade da monocamada (Xm) de 0,10 kg kg para
gelatina de pescado a 30°C. Além disso, a diminui¢do da eficiéncia de encapsulamento com
maiores quantidades de gelatina deixou maior quantidade de 6leo exposto na superficie da
estrutura. Sabendo—se que o 6leo ¢ hidrofébico, sua maior exposicao justifica a diminuicao
dos valores de Xm com o aumento da substitui¢do de quitosana por gelatina. Apds a formagao
da monocamada, os sitios de adsor¢do sao ocupados por ligacdes relativamente fracas de
moléculas de 4gua formando camadas sucessivas, as multicamadas, nas quais a deterioragao
do produto ocorre por meio de reacdes quimicas ou biologicas (LAGO; NORENA, 2015).

A interpretacao teorica dos parametros GAB permite derivar o comportamento de
sor¢do da umidade nos materiais a partir da combinacao dos valores de Cg e k. Em termos
termodinamicos, Cg representa a diferenga no potencial quimico entre as moléculas de agua
que foram adsorvidas na primeira camada e moléculas de 4gua adsorvidas nas camadas
subsequentes (LAGO; NORENA, 2015). O valor de Cg esta relacionado ao calor de adsor¢io
de umidade. Uma forte interagdo d4gua—matriz ¢ assumida a temperaturas mais baixas, com Cg

aumentando a medida que a temperatura diminui (Tabela 8).
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O parametro k esta associado a energia de interagdo entre as moléculas e a massa
de 4gua nas multicamadas. Se k = 1, a 4gua na multicamada tem propriedades liquidas.
Lewicki (1997) afirmou que o modelo GAB descreve isotermas de tipo sigmoidal quando os
valores de k se encontram entre 0,24 e¢ 1 (confirmado pelas Figuras 25, 26 e 27). Para as
microcapsulas, os valores de k ficaram dentro desse intervalo, e proximos da unidade
comprovando—se estado puro do sorbato liquido nas multicamadas (ADEBOWALE et al.,
2007).

Pelos graficos apresentados nas Figuras 25, 26 € 27, as formas isotérmicas seguem
um comportamento sigmoide, tipico das isotermas do tipo II segundo a classificacdo de
Brunauer et al. (1940) (APENDICE 1), o que caracteriza produtos com agua pouco ligada a
eles. De acordo com Brunauer et al. (1940), as isotermas que apresentam configuracao do tipo
I, IV e V ndo sdo de interesse para a area de alimentos, sendo que a grande parte das isotermas
em alimentos apresenta a forma de “S” (sigmoide) Tipo II, (APENDICE 2), (ALVES, 2014).
Este tipo de isoterma pode ser classificado em trés regides: uma primeira que corresponde a
umidade da monocamada, fortemente limitada na matriz do produto. A segunda que é quase
linear, correspondente a 4gua da multicamada; e a terceira regido estd relacionada com a agua
livre disponivel para reagdes quimicas (BETIOL, 2016). O efeito da temperatura na isoterma
¢ de grande importancia porque a atividade da agua ¢ alterada em funcdo da temperatura, e os
alimentos sdo expostos a uma gama de temperaturas durante seu processamento € O

armazenamento (LAGO; NORENA, 2015).

5.6 PROPRIEDADES TERMODINAMICAS

As propriedades termodinamicas foram calculadas para as microestruturas. O
modelo GAB foi utilizado para o célculo de a,, correspondente a cada contetido de umidade
(0,05 — 0,6 kg kg™), pois foi 0 modelo que melhor representou as isotermas de adsor¢do. O
grafico —In(ay,) versus 1/T foi plotado, onde foram obtidas linhas retas para um contetido de
umidade constante, como visto na Figura 28. Sendo que a,, em qualquer temperatura, a uma
determinada umidade de equilibrio, pode ser calculada. A inclinacao da linha se reduz a zero,
quando o teor de umidade aumenta, devido a reducdo das interagdes da dgua (menos energia
de ligacdo) com a superficie de adsor¢do, assemelhando—se mais ao comportando da agua
pura. O efeito da temperatura com respeito ao teor de umidade mostra ser maior a baixos
conteudos de umidade. Acima do valor de a,, de 0,8, ndo sdo observados efeitos da

temperatura (BETIOL, 2016).
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Figura 28 — Curvas isostéricas para a adsor¢cao das microestruturas utilizando diferentes
proporcdes de quitosana:gelatina como material de parede (a) 100:0 (b) 90:10 e (c) 70:30) nas

temperaturas analisadas.
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Na Figura 29 estdo mostrados os valores de entalpia diferencial de adsor¢ao (AH)
em fun¢do da umidade de equilibrio, calculada a partir da isoterma obtida do modelo GAB.
De acordo com Bonilla et al. (2010), os materiais de parede podem exibir em suas superficies
locais ativos com diferentes energias de intera¢dao. Todas as microcdpsulas de concentrados de
AGI apresentaram tendéncia semelhante na variacdo de sua entalpia diferencial,

independentemente da composi¢do de sua matriz polimérica.

Figura 29 — Entalpia diferencial de adsor¢do (AH) das microestruturas, utilizando diferentes
propor¢des de quitosana:gelatina como material de parede, em fungdo da umidade de

equilibrio.
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A Figura 29 mostra que a entalpia diferencial teve uma forte dependéncia do
contetldo de umidade, com altos valores em baixas umidades de equilibrio, € com o aumento
da umidade decresceu rapidamente até a curva tornar—se assintdtica. A entalpia diferencial
apresentou valores mais elevados em umidades proximas aos valores correspondente ao da
monocamada, e na medida em que os valores se aproximam da d4gua multicamada, a entalpia
diminuiu para valores proximos de 10 kJ mol™. Esse comportamento pode ser explicado por

que em baixos teores de umidade, ocorre uma forte interagdo entre o produto e a d4gua contida
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nele, sendo preciso altos valores de energia (calor de sor¢do) para retirar a agua presente nas
amostras. A medida que o teor de umidade aumenta, a maioria dos locais de sorcdo se torna
ocupada e a sor¢do ocorre em menos locais de ligacdo disponiveis com menor energia,
proporcionando valores mais baixos de entalpia diferencial (LAGO; NORENA, 2015).
Comportamento semelhante foi encontrado por Bonilla et al. (2010) nas isotermas de sor¢ao
de microcapsulas de 6leo de canola com diferentes matrizes poliméricas, por Lago e Norefia
(2015) com bagaco de yacon (Smallanthus sonchifolius) desidratado e por Spada (2011) no
uso do amido de pinhdo como agente encapsulante. Para todas as amostras estudadas, valores
positivos de AH" foram verificados, demonstrando que a adsorcdo de 4gua pelas
microestruturas foi um processo exotérmico.

Abaixo da umidade de 0,10 (kg kg™), a entalpia de adsorgdo foi de 49, 52 ¢ 58 kJ
gmol™" para as microestruturas utilizando proporgdes e quitosana:gelatina de 100:0 90:10 e
70:30, respectivamente. O calor total de adsor¢do a 25°C (temperatura considerada ambiente)
foi obtido pela soma da entalpia obtida e do calor de vaporizagdo da 4gua pura (assumindo—se
43,2 kJ gmol™). Para obten¢do de uma microestrutura com umidade abaixo da monocamada
(assegurar boa estabilidade), o calor total de sor¢cdo necessario seria em torno de 58,2, 51,8 e
47,3 kJ gmol™" para as microestruturas utilizando propor¢des e quitosana:gelatina de 100:0
90:10 e 70:30, respectivamente. A ocorréncia deste fato pode estar associada com a
modificacdo estrutural das amostras. Considerando—se que a entalpia ilustra a energia
necessaria para fazer um trabalho util, a um teor de umidade mais elevado ¢ necessaria menos
energia para remover a mesma quantidade de 4gua em amostras mais secas, devido aos
poucos locais de ligacdo disponiveis para promover a sor¢ao (ou seja, menor porosidade)
(BETIOL, 2016). Os resultados encontrados nos termogramas das microestruturas
demonstram o mesmo comportamento (item 5.4), com um aumento da entalpia proporcional
ao aumento da quantidade de quitosana, confirmando que a quitosana ¢ mais termicamente
estavel que as proteinas.

A Figura 30 apresenta a variacao da entropia diferencial de adsor¢do (AS) a 4°C e
25°C em fung¢do da umidade de equilibrio para as microestruturas liofilizadas. Observa—se
que a entropia diferencial de sor¢do aumentou com o decréscimo da umidade de equilibrio,
indicando que a entropia também exibiu uma forte dependéncia da umidade, com uma
tendéncia exponencial semelhante a exibida pela entalpia diferencial. A entropia descreve o
grau de ordem/desordem ou aleatoriedade do movimento das moléculas de agua. As
microestruturas apresentaram diminui¢do na entropia @ medida que o teor de umidade

aumentou, denotando uma restricdo na mobilidade das moléculas de agua porque os sitios
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disponiveis ficam saturados (ESCALONA—GARCIA et al., 2016). Bernstein et al. (2014)
encontraram comportamento semelhante no estudo das propriedades termodindmicas de
sor¢cao de microcapsulas de repolho roxo. Os autores verificaram que a entalpia e a entropia
diferenciais de adsor¢ao diminuiam com o aumento do teor de umidade.

Um ponto a destacar ¢ o valor minimo de entropia, que € considerado o ponto de
estabilidade méaxima, uma vez que as moléculas de agua sdo mais ordenadas dentro da matriz,
e ocorrem fortes ligagdes entre adsorbato—adsorventes, de modo que a agua estd menos
disponivel para participar de reagdes de deterioracdo. Neste trabalho, observou—se que com
um teor de umidade acima de 30%, a entropia atingiu valores minimos que permaneceram
praticamente constantes, sendo interessante considerar uma zona de entropia minima, que
pode ser interpretada como a atividade da dgua na qual um produto alimenticio tem a melhor
estabilidade. Este minimo ocorre quando fortes ligacdes entre o adsorbato (4gua) e o

adsorvente (alimento) ocorrem.

Figura 30 — Entropia diferencial de adsor¢do (AS) das microestruturas, utilizando diferentes
proporg¢des de quitosana:gelatina como material de parede, em fungdo da umidade de

equilibrio.
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As condigdes previstas para a maxima estabilidade obtidas a partir da anélise
termodindmica das microcapsulas de concentrados de AGI sdo mostradas na Tabela 9. Como
pode ser observado, ¢ possivel que a microestrutura de quitosana como material de parede
(100:0) possua uma capacidade maior de se ligar de uma forma mais ordenada a maior
quantidade de umidade sem induzir instabilidades no sistema, justificando os melhores
resultados na protecdo do 6leo com essa propor¢ao de material de parede. Estas condigdes
podem ser consideradas como de méxima estabilidade para as microcapsulas onde a vida util
dos po6s ¢ aumentada. Um comportamento semelhante foi encontrado em microcapsulas de
6leo de canola utilizando proteina isolada de soja como material de parede (BONILLA et al.
2010), onde os autores encontraram condi¢des de estabilidade maxima na faixa de atividade

de 4gua entre 0,53 ¢ 0,88 a 25 °C.

Tabela 9 — Valores aproximados para as condi¢des de estabilidade adequadas para as

diferentes variagdes de microestruturas contendo as capsulas de concentrados de AGI.

T (°C) Xe. (2120 € 'ss a,*

0,30 -0,35 0,67 -0,75

100:0
25 0,30-0,35 0,80 -0,85
0,25-0,30 0,65-0,72

90:10
25 0,25-0,30 0,78 - 0,83
0,20-0,25 0,65-0,70

70:30
25 0,20-0,25 0,73 -0,80

*X. e a,, = intervalos de contetido de umidade e atividade de agua onde a entropia integral permanece

praticamente constante.

Sabe—se que um requisito para confirmar a teoria da compensacdo entalpia—
entropia ¢ a necessidade de correlacionar entalpia e entropia por uma tendéncia linear, que
estd apresentada na Figura 31, isso significa que a mudanga na entalpia ¢ acompanhada por
mudangas tanto na entropia como na energia livre de Gibbs. Para todas as amostras, obteve—se
uma relagdo linear (R* > 0,99), a partir da qual a temperatura isocinética (Tg) foi derivada de
acordo com a Equacdo 22. Deste modo, os resultados confirmam a teoria de compensagdo. Os
pardmetros de temperatura isocinética (Tp) e energia livre de Gibbs (AG) obtidos por

regressao linear estdo na Tabela 10.
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O valor negativo de AG sugere uma espontaneidade do processo de adsorcao.
Pode—se observar que as microestruturas utilizando propor¢ao 70:30 requerem menos energia
para transferir uma molécula de 4gua do estado de vapor para o estado adsorvido, seguido das
capsulas nas microestruturas 90:10 e 100:0, respectivamente, onde mais valores negativos
refletem que o processo de adsor¢do foi mais favordvel energeticamente. Isto significa que as
microestruturas 70:30 foram mais higroscopicas (porque as moléculas de agua foram
adsorvidas exigindo menos energia), € que o processo de adsorcdo ¢ realizado de forma
espontanea (BONILLA et al., 2010). A temperatura média harmoénica (Ty,,) calculada (287,5
K) foi superior a Ty (Tabela 10). Assim, com Ty > T pode—se dizer que a entalpia controla
os processos de adsor¢ao (LEFFLER, 1955). Além disso, uma vez que Ty, difere
significativamente dos valores de Tp, a adequagdo da teoria da compensacdo para a adsorc¢do
de vapor de dgua em microestruturas contendo nanocapsulas de concentrados de AGI foi

confirmada.

Figura 31 — Andlise compensatdria da entalpia e entropia diferencial de adsor¢ao das
microestruturas diferentes propor¢des de quitosana:gelatina como material de parede.
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Tabela 10 — Parametros obtidos pela analise compensatdria de AH versus AS.

Tp (K) AG (J gmol™) R’
100:0 318,7 —57,83 99,94
90:10 318,4 — 128,97 99,99
70:30 315,1 —314,39 99,98

O raio critico (r.) das microestruturas liofilizadas foi determinado de acordo com a
Equagdo 24, com diferentes teores de umidade, nas temperaturas de estudo. O raio critico esta
associado principalmente a regido de condensacdo, a espessura da multicamada (1) e o raio

médio de poro (rp). Os resultados para o raio médio do poro estdo apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 — Raio médio de poro (R,) para diferentes atividades de 4gua nas temperaturas

analisadas das microestruturas contendo as nanocapsulas.

Microestruturas
100:0 90:10 70:30
rp (nm) rp (nm) rp (nm) rp (nm) rp (nm) rp n(m)
Xe 4°C 25°C 4°C 25°C 4°C 25°C
0,05 0,74 1,10 0,75 1,23 0,75 1,28
0,10 0,99 1,85 1,14 1,98 1,35 2,07
0,15 1,39 2,74 1,78 2,88 2,27 3,02
0,20 1,97 3,73 2,53 3,92 3,28 4,15
0,25 2,69 4,82 3,35 5,11 4,42 5,51
0,30 3,56 6,02 4,26 6,51 5,73 7,18
0,35 4,63 7,36 5,28 8,17 7,25 9,28
0,40 6,00 8,86 6,43 10,17 9,05 12,01
0,45 7,20 10,57 7,76 12,65 11,25 15,72
0,50 8,32 12,52 9,30 15,78 13,97 21,07
0,55 10,10 14,77 11,11 19,89 17,45 29,51
0,60 12,41 17,42 13,28 25,54 22,06 44 81
0,65 13,24 20,58 15,94 33,80 28,50 81,35

0,70 18,95 24,40 19,27 47,07 38,12 97,81
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O raio médio de poro (r,) das microestruturas variou na faixa de 0,7 a 97 nm
(Tabela 11). A classificagdo de acordo com o didmetro dos poros ¢ feita pela IUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry) (IUPAC, 2012), que os denomina os
poros dos materiais como: microporos (didmetro < 2 nm), mesoporos (didmetro na faixa de 2
— 50 nm) e macroporos (didmetro > 50 nm). Pode—se perceber que na faixa de Xe de 0,05 a
0,15 aproximadamente (abaixo da monocamada) hd uma maior presenga de microporos, €
para maiores que Xe (envolvendo as regides de multicamada e condensacdo) hd a
predominancia de mesoporos.

De acordo com Rouquerol, Rouquerol e Sing (1999), a presenca de microporos
esta associada as fortes interagdes entre adsorvente—adsorbato que ocorrem em poros de
dimensodes moleculares, e ¢ representada pelo formato caracteristico da isoterma na regido da
monocamada. Pode—se verificar a partir dos resultados obtidos que o raio do poro aumentou
com a umidade e com a temperatura (Tabela 11). Velazquez—Gutierrez et al. (2015)
encontraram comportamento semelhante no estudo de mucilagem de semente de chia
liofilizada, em que para as umidades de equilibrio entre 0,025 e 0,25 gm0 g'lSS o tamanho de
poro variou entre 0,7 e 6,5 nm e para todas as atividades de agua, o raio do poro aumentou
com o incremento da temperatura (25, 35 e 40°C). Rosa, Moraes e Pinto (2010) encontraram
uma gama de raios de poros entre 0,51 e 29,7 nm para quitosana, ¢ afirmaram que os
mecanismos de difusdo dependem das propriedades dentro da estrutura local da matriz porosa.
Isso explica por que neste trabalho o processo de sor¢do de moléculas de dgua foi conduzido
por entalpia. Velazquez—Gutierrez et al. (2015) reportaram que o processo de adsorc¢do ¢
controlado pela entalpia quando as moléculas de agua sdo adsorvidas em mesoporos €
macroporos, € a entropia controla quando a adsor¢do da 4dgua ocorre nos microporos. Além
disso, os resultados encontrados na Tabela 11 demonstram que o raio do poro aumentou com
o incremento de gelatina nas microestruturas, confirmando a maior porosidade e volume de
poros obtida nas amostras 70:30 (Tabela 7) e, justificando o aumento da oxidacdo nestas

condigdes.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho foram elaboradas nanocéapsulas de concentrados de acidos graxos
insaturados (AGI) obtidos a partir de 6leo de carpa (Cyprinus carpio), utilizando quitosana,
gelatina e suas blendas, como material de Parede.

Os concentrados apresentaram um total de 88,5 % de acidos graxos insaturados. O
indice de peroxido foi de 2,92 mEq kg™ e o valor de p —anisidina foi de 2,48. Ambos dentro
dos valores permitidos pela legislacdo. A quitosana em p6 apresentou grau de desacetilagdo e
massa molar de 86 % e 153 kDa, respectivamente. A gelatina comercial teve for¢a do gel de
307 g e ponto de fusao de 31,5°C.

As nanocépsulas foram elaboradas, e os efeitos da propor¢do de quitosana:
gelatina, concentragdo de polimero e tempo de homogeneizacdo nas caracteristicas das
nanoemulsdes foram avaliados. Quando a propor¢do de gelatina foi igual ou superior a 50%
ocorreu separacdo de fases. As nanoemulsdes com propor¢ao de quitosana acima de 70%
permaneceram visivelmente estaveis, sem separacao de fases, durante mais de 30 dias. O
maior tempo de homogeneizacdo (20 min) e a menor concentragdo de biopolimeros (1% m/v)
resultaram em menores tamanhos de particulas. O incremento na quantidade de gelatina levou
a diminuicdo do tamanho das nanocdpsulas de 292 nm para 34 nm para as proporcdes de
100:0 e 70:30 respectivamente.

O potencial Zeta aumentou com a quantidade de quitosana (de 26,5 a 31,5 mV),
enquanto o pH e o indice de refragdo ndo foram afetados pela propor¢ao de biopolimeros. A
turbidez diminuiu com o aumento da quantidade de gelatina na solu¢do. As capsulas se
apresentaram forma esférica, com boa integridade ¢ com formagdo de uma parede polimérica
ao redor do nucleo oleoso, confirmando o encapsulamento dos concentrados de AGI.

Apo6s 7 dias de armazenamento, para todas as nanocapsulas, os valores de
perdxido e p—anisidina aumentaram ao longo dos dias de armazenamento. No entanto, a
nanoemulsdo que apresentou a proporcdo de quitosana:gelatina 90:10 mostrou menos
oxidacdo apos 7 dias (indice de peroxido 4.8 meq kg™, p—Anisidina 9.0 ¢ TOTOX 19.4).
Demonstrando que os melhores resultados para a elaboragdo das capsulas foram encontrados
nestas condigdes.

Para o estudo das amostras secas, as nanocédpsulas de concentrados de AGI
utilizando os biopolimeros quitosana:gelatina (1% m/v) nas propor¢des de 100:0, 90:10 e
70:30 foram liofilizadas. Os materiais obtidos apresentaram estrutura irregular, leve e porosa,

com tonalidade amarelada, com predominancia da cor do material de parede, confirmando um
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encapsulamento efetivo. A partir das micrografias obtidas, pdde—se confirmar a diminuicao do
tamanho das cépsulas com a substituigdo da quitosana por gelatina. Além disso, essa
substituigio também levou ao aumento do volume de poros (0,015 a 0,029 m* kg™) e da
porosidade (93 e 97 %). As eficiéncias de encapsulamento variaram de 70% (70:30) a 78%
(100:0). Nos termogramas das microestruturas houve o desaparecimento do pico referente ao
6leo, justificando o encapsulamento. Os valores de indice de peroxido demonstraram que a
microestrutura elaborada com quitosana pura foi a que apresentou melhor protecdo dos
concentrados de AGI em relagdo a oxidag@o primaria.

A equagdo de GAB mostrou—se a mais adequada para a representacdo das
isotermas de adsor¢do de vapor de agua pelas microestruturas, apresentando aumentos do
conteudo de umidade (Xm) e do calor envolvido na monocamada (Cg) com a diminui¢do da
temperatura. As formas isotérmicas seguiram um comportamento sigmoide, tipico das
1sotermas do tipo II, o que caracteriza produtos com agua pouco ligada a eles. Para obtencdo
de uma microestrutura com umidade abaixo da monocamada os valores do calor total de
sorcao foram em torno de 58,2, 51,8 ¢ 47,3 kJ gmol_1 para as microestruturas utilizando
proporcdes e quitosana:gelatina de 100:0, 90:10 e 70:30, respectivamente, confirmando que a
quitosana ¢ termicamente mais estavel que a gelatina. A entropia diferencial de sorcao
aumentou com o decréscimo da umidade de equilibrio, indicando uma forte dependéncia da
umidade, com uma tendéncia exponencial semelhante a exibida pela entalpia diferencial. Os
processos de sor¢do apresentaram teoria compensatoria, com bom ajuste linear entre entalpia
e entropia. A temperatura isocinética foi em torno de 315-318 K, sendo maior que a média
harmonica (287 K), com a entalpia controlando ambos processos e sugerindo espontaneidade
do processo de adsor¢@o. Por meio das isotermas de sor¢do foram obtidos dados estruturais
como o raio médio de poro, que aumentou com o aumento da quantidade de gelatina. Sendo
assim, as microestruturas elaboradas com quitosana pura apresentaram caracteristicas
satisfatorias e alto rendimento de processo, mostrando que a quitosana tem potencial para ser

utilizada como um agente encapsulante de nanocéapsulas lipidicas secas por liofilizagao.
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APENDICE 1: Tipos de Isotermas de Sorcio

O entendimento dos tipos das curvas de isotermas ¢ de fundamental importancia
em alimentos, pois as mesmas retratam as caracteristicas destes produtos. As caracteristicas
de cada curva sdo dependentes do tipo de alimento e da temperatura. A maioria das isotermas
de sor¢ao pode ser agrupada em cinco classes, de acordo com a classificacdo proposta por
Brunauer et al. (1940) (Figura Al). O formato das curvas indica o tipo de forcas existentes na

ligagdo da dgua com a superficie do material higroscopico (ALVES, 2014).

Figura 1A — Classificagdo das isotermas

| I I

Fonte: Adaptado de Brunauer et al. (1940).

I — A 4gua estd fortemente ligada ao produto. Sua forma ¢ atribuida aos
adsorventes microporosos, devido ao tamanho dos poros do solido. Pode ser limitada a poucas
camadas moleculares onde os poros excedem um pouco o diametro molecular do adsorvente
(ALVES, 2014).

II e III — As isotermas dos tipos II e III procedem de adsorventes onde existe uma
ampla variagdo de tamanho de poros. Esta variagdo permite ao adsorvente a capacitagdo de
avangar de forma continua de uma adsor¢do em monocamada para multicamada, sendo a do

tipo Il a mais comum. Materiais como farinha de trigo, amido, entre outros apresentam
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isotermas de sor¢do do tipo II, cuja forma ¢ sigmoidal. As isotermas do tipo III representam
alimentos com bastante umidade, como por exemplo as frutas (ALVES, 2014).

IV — As curvas do tipo IV sdo relativas a adsor¢do em multicamadas via
condensagdo em mesoporos, em que o didmetro do adsorvente ¢ bem maior que o diametro
molecular do sorbato. Essa isoterma ¢ caracterizada pela formagdo de duas camadas
desiguais, onde uma ¢ sobre a superficie plana e a seguinte sobre a parede do poro (ALVES,
2014).

V — As curvas do tipo V descrevem comportamento similar ao tipo IV,

considerando interacdes fortes e/ou fracas entre o adsorvente e o adsorbato (ALVES, 2014).
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APENDICE 2: Isoterma de sorcio sigmoide.

Figura 2A — Isoterma de sorc¢ao sigmoide.
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De acordo com a Figura 2A, € possivel observar trés zonas pouco delimitadas que
indicam a forma como a agua esta ligada aos alimentos. As linhas tracejadas entre as zonas
ndo possuem um valor determinado, sendo definidas por varios fatores como: estado fisico,
composicao da amostra, temperatura, metodologia, etc.

Zona A - representa a umidade mais fortemente ligada ao produto e menos
moével. E denominada como 4dgua da monocamada, a qual ¢ fixa aos grupos polares de certos
compostos como amido, fibras, entre outros. A entalpia de vaporizagao dessa dgua ¢ maior
que a da 4gua pura, ndo atua como solvente e apresentam propriedades de solido. Essa
umidade constitui uma pequena fracdo de agua no alimento, e corresponde a uma atividade de
agua inferior a 0,2 até 0,3.

Zona B — corresponde a umidade das camadas de hidratacdo dos constituintes
soltiveis do alimento. Denominada umidade da multicamada, sendo ligada por pontes de
hidrogénio e ligagdes dipolo—dipolo, ou retirada fisicamente por microcapilares dos
alimentos, com diametro inferior a 0,1 um. A atividade de 4gua nessa zona da isoterma varia
entre 0,25 e 0,8 aproximadamente.

Zona C — compreende a umidade mais fracamente ligada aos alimentos e mais
moével, sendo denominada 4gua livre, com a mesma entalpia de vaporizagdo da agua pura. E
congelavel e esta disponivel como solvente, sendo suficiente para permitir o desenvolvimento

de microrganismos, reacdes quimicas e enzimaticas. Equivale a atividade de agua de 0,8 a 0,9.
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APENDICE 3: Produgio técnico-cientifica do periodo de permanéncia no curso
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