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RESUMO

O o6leo de sacha inchi (Plukenetia volubilis L.), nativo da Amaz6nia
peruana, € caracterizado predominantemente por elevados niveis de acidos graxos
poliinsaturados (PUFAs). Em virtude desta alta concentracdo de PUFAs, este éleo
apresenta instabilidade a temperatura ambiente, o que dificulta e limita a sua
utilizacdo devido a sua maior predisposicdo a oxidacao lipidica quando exposto a
condicbes adversas. O presente trabalho teve como o objetivo desenvolver
microparticulas de alginato contendo éleo de sacha inchi através da técnica de
gelificagdo ibnica combinada ao processo de interagao eletrostatica com quitosana.
Este processo de encapsulacdo foi utilizado visando a protecao deste 6leo, bem
como ampliar a sua aplicacao industrial. Para isso estudou-se a formacao das
emulsdes com e sem adicao de surfactante nao iénicos (Tween 20 e 80) com 45, 60,
e 75% de 6leo de sacha inchi (OSl) em relagao a soélidos totais. As emulsdes foram
caracterizadas em relacdo a estabilidade, diametro médio e distribuicdo de gotas,
microscopia Optica, comportamento reolégico, densidade de carga superficial e a
tensibmetria interfacial. Diante dos resultados de caracterizacdo das emulsées, as
formulagdes constituidas de Tween 20 a 1% foram selecionadas para a producéo de
microparticulas. As microparticulas contendo 45, 60 e 75% de OSI, em relacado a
sélidos totais, obtidas por extrusdo foram caracterizadas em relacao a eficiéncia de
encapsulacao, teor de umidade, atividade de agua, diametro médio e distribuicao
das particulas, estrutura morfoldgica e estabilidade oxidativa. As particulas umidas
apresentaram valores superiores a 80% para o conteudo de umidade e 0,99 para
atividade de agua, respectivamente. As microparticulas exibiram distribuicao
monomodal com diametros variando entre 355 a 454 um, sendo os menores
didmetros observados para as formulagdes que foram recobertas com quitosana. As
microparticulas umidas exibiram eficiéncia de encapsulacado superior a 99%, bem
como melhoria na estabilidade oxidativa com valores de indice de peréxido inferiores
aos encontrados no 6leo de sacha inchi livre.

Palavras-chaves: 06leo de sacha inchi, &cidos graxos insaturados,

gelificacdo ionotropica e alginato.



ABSTRACT

The sacha inchi oil (Plukenetia volubilis L.), native to the Peruvian
Amazon, is predominantly characterized by high levels of polyunsaturated fatty acids
(PUFASs). As a result of this high concentration of PUFAs, this oil presents instability
at room temperature, which hampers and limits its use due to its greater
predisposition to lipid oxidation when exposed to adverse conditions. The present
work had the objective of developing alginate microparticles containing sacha inchi
oil (SIO) through the ionic gelation technique combined with the electrostatic
interaction process with chitosan. This process of encapsulation was used to protect
this oil, as well as to extend its industrial application. For this, the formulations of the
emulsions were studied with and without addition of nonionic surfactant (Tween 20
and 80) with 45, 60, and 75% SIO in relation to total solids. Emulsions were
characterized in relation to stability, droplet size distribution, optical microscopy,
rheological behavior, {-Potential measurements and interfacial tension. Considering
the results of characterization of the emulsions, the formulations consisting of 1%
Tween 20 were selected to produce microparticles. The microparticles containing 45,
60 and 75% SIO in relation to total solids obtained by extrusion were characterized in
relation to encapsulation efficiency, moisture content, water activity, particle mean
diameter, microstructure and lipid oxidation. The wet particles presented values
higher than 80% and 0.99 for the moisture content and water activity, respectively.
The microparticles showed monomodal distribution with diameters particle that
ranging from 355 to 454 pm, being the smallest diameters observed for the
formulations that were coated with chitosan. The wet microparticles exhibited
encapsulation efficiency greater than 99% as well as improved oxidative stability with

lower peroxide values than those found in free inchi oil.

Keywords: sacha inchi oil, unsaturated fatty acids, ionotropic gelation and
sodium alginate.
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1. INTRODUGCAO

O sacha inchi (Plukenetia volubilis L) € um fruto encontrado na Amazénia
peruana, que possui sementes oleaginosas dos quais se extraem um o6leo com
elevada quantidade de acidos graxos poliinsaturados, que representam em média
82% do conteudo lipidico total. O acido graxo a-linolénico (C18:3) e o acido graxo
linoleico (C18:2) sao os principais componentes encontrados no 6leo de sacha inchi,
além de possuir em sua composigdo micronutrientes, como os fitoesterois,
tocoferois, carotenoides e compostos fendlicos. No entanto, em raz&o da elevada
quantidade de insaturacoes, este 6leo é facilmente degradado, principalmente na
presenga de catalisadores, como o oxigénio, luz, umidade e altas temperaturas, uma
vez que estes sdo capazes de aumentar a cinética do processo autoxidativo,
também conhecido por rancidez oxidativa (Cisneros et al., 2014; Fanali et al., 2011).
Em vista disso, o processo de encapsulacdo é um método capaz de minimizar os
fatores que interferem na instabilidade do 6leo sacha inchi.

A microencapsulagcédo consiste em uma técnica que proporciona protecéao
para compostos sensiveis a degradagdo, quando expostos a fatores ambientais
externos, podendo ainda proporcionar a liberacdo controlada do agente ativo
encapsulado. O método baseia-se em produzir uma membrana polimérica
envolvendo o ingrediente ativo, criando desta maneira, uma barreira protetora. A
eficiéncia de protecdo e liberacdo dependem principalmente da composicado e
estrutura da parede da particula, e também das condi¢cdes de operacao durante a
produgé@o e do meio de aplicagao.

Dentre as técnicas de microencapsulacédo, tém-se a gelificacdo ibnica,
que consiste na producdo de particulas através da interacdo idnica entre um
biopolimero e a solucéo de polieletrélitos. Para solucdes contendo alginato de sédio
essa interacao pode ocorrer seguindo o modelo de configuragao espacial conhecido
como “caixa de ovos”, que consiste na acomodacdo dos ions divalentes ao longo
das cadeias do grupo carboxilico. Para a microencapsulacao de éleos através dessa
técnica, as particulas sdo formadas por meio de duas etapas: a primeira resume-se
na formacao de uma emulsao estavel, onde a fase continua é constituida por uma
dispersao aquosa do agente gelificante e a fase dispersa, o ativo a ser encapsulado,

para posteriormente ser extrusada em um banho de solucao iénica.
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A principal vantagem desse método € o emprego de polimeros que néo
necessitam de altas temperaturas para formar géis, o que € interessante para 6leos
ricos em acidos graxos poliinsaturados, pois permite a protecdo do composto de
interesse, possibilita a aplicagdo em produtos alimenticios e também pode-se
encapsular um maior conteudo de 6leo em comparagdo a outros métodos como
spray drying. Conforme abordado por Chan (2011) a producdo de particulas com
alta concentracao de 6leo pode ser justificada em suas aplicacbes em produtos
alimenticios nutracéuticos, onde pode ser requerido um maior teor ativo com
aplicacdo de um menor volume de particula no produto final. Nesse sentindo,
Peniche et al. (2004) observaram que € possivel atingir um alto teor de dleo (cerca
de 65-70%) através do processo de extrusao simples, cujo o 6leo foi encapsulado
em particulas de Calcio-alginato revestidas com quitosana.

Existem alguns trabalhos na literatura que utlizaram a
microencapsulacao por gelificacdo i6nica com a finalidade de protecdo de Oleos
ricos em acidos graxos poliinsaturados (COMUNIAN et al., 2017a, 2017b; HECK et
al., 2017; US-MEDINA et al., 2017; VASILE et al., 2016). Para o 6leo de sacha inchi
foram encontrados poucos estudos de encapsulacao, destacando o método de spray
drying (FADINI et al., 2018; SANCHEZ-REINOSO; GUTIERREZ, 2017; VICENTE et
al., 2017), sendo um amplo campo de pesquisa a se explorar. Nao ha informacéo na
literatura sobre a utilizagdo deste 6leo em particulas de hidrogel, tornando
interessante o estudo de encapsulacdo deste 6leo por gelificacdo ibnica. Dessa
forma, esse estudo teve como propédsito produzir particulas por gelificagdo idnica
para encapsular o éleo de sacha inchi, tendo em vista sua protegcdo a oxidacao

lipidica, e permitindo sua aplicagdo em matrizes alimenticias.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo produzir microparticulas de hidrogel
contendo 6leo de sacha inchi (Plukenetia volubilis L.) como agente ativo. Como
método de encapsulacdo foi utilizado a gelificacdo i6nica, com a finalidade de
promover melhoria na estabilidade oxidativa deste ativo, bem como ampliar a sua

aplicacéo industrial.

2.2 Objetivo especificos

v Estudar a formagao da emulsédo (O/A) constituida por éleo de sacha inchi em
solucdo aquosa de alginato e agente emulsificante avaliando a concentracéo
e o tipo de emulsificante.

v' Avaliar a emulsdao em relacdo a estabilidade, distribuicdo de tamanho e
didmetro médio das gotas, microscopia 6tica, densidade de carga superficial,
comportamento reolégico e tensao interfacial.

v Produzir e caracterizar as microparticulas por gelificacao idbnica em relacao ao
conteudo de umidade, atividade de agua, distribuicdo e didmetro médio das
particulas, eficiéncia de microencapsulacao e microestrutura.

v Avaliar o processo de recobrimento das microparticulas de alginato de sédio
utilizando quitosana.

v' Estudar a estabilidade oxidativa das microparticulas a 45°C durante 4

semanas.



16

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Sacha inchi (Plukenetia volubilis L.)

O Sacha inchi (Plukenetia volubilis L.) (Figura 1), também conhecida por
“Inca inchi”, “amendoim da floresta”, “amendoim silvestre” e “amendoim Inca”, é uma
planta oleaginosa da familia Euphorbiaceae encontrada na Amazénia peruana em
altitudes entre 200 a 1500 metros (FOLLEGATTI-ROMERO et al., 2009; GUILLEN et
al., 2003). Os frutos de sacha inchi apresentam capsulas lobulares onde se
encontram de 4 a 7 sementes lenticulares de aparéncia dura (HAMAKER et al.,
1992). A populacdo nativa da Amazbnia peruana utiliza o sacha inchi para
diferentes aplicagées. O Oleo extraido desta semente pode ser consumido nas
refeicbes ou ainda como um tradicional remeédio no tratamento de problemas

musculares e reumaticos (CHIRINOS et al., 2013; FANALI et al., 2011).

Figura 1. Sacha inchi verde (esquerdo) e aduro (direit).

Este fruto apresenta potencial comercial, pois a semente é uma excelente
fonte de compostos bioativos, como os fitoesterdis, tocoferodis, carotenoides e
compostos fendlicos. De 35 a 60% da semente constitui-se de dleo e
aproximadamente 27% de proteinas, sendo rica nos aminoacidos: cisteina, tirosina e
triptofano. Além do mais, seu conteudo lipidico mostra-se superior em quantidade de
acido graxo poliinsaturado (PUFAs) se comparados a outras sementes oleaginosas,
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como soja, amendoim, sementes de algodao e girassol (CHIRINOS et al., 2013;
GUILLEN et al., 2003; HAMAKER et al., 1992).

Huamani e Flores (2014) descrevem as estratégias comerciais que o
mercado nacional peruano esta empregando para ampliar a variedades de produtos
gue contém o sacha inchi. Os produtos desenvolvidos dispdem desde as sementes
ao Oleo, sendo eles: cremes antirrugas, capsulas contendo o éleo, manteigas,
nougat, snacks, farinhas, bolo proteico, e ingredientes de alguns pratos regionais
como chili, tacha e o inchicapi (sopa). Os autores concluiram que o 6leo de sacha
inchi é o unico produto derivados das sementes que esta industrializado, apesar da
diversidade de produtos desenvolvidos eles ainda atingem uma pequena parcela de
consumidores.

Em 2017, o mercado peruano de exportacdo obteve valores de 4220
milhdes de ddlares de produtos agricolas exportados, sendo que 88% do montante
comercializado sdo dos produtos agricolas classificados como nao tradicionais.
Entre os produtos ndo tradicionais esta o 6leo de sacha inchi. A Tabela 1 apresenta
os dados que o governo peruano disponibiliza sobre o volume de exportacéo do éleo
de sacha inchi. E, observa que o mesmo apresenta baixa participacdo nas
exportacdes, representando cerca de 0,03% dos produtos nao tradicionais
comercializados. O principal pais importador dos éleos vegetais produzido no Peru,
dentre eles o éleo de sacha inchi, é a Franca, porém a Alemanha, Japao, EUA e o
Reino Unido sao paises que também importam quantidades significativas (PERU,
2017).

Tabela 1. Dados do departamento de comércio exterior do governo peruano da
exportacao do 6leo de sacha inchi para o més de outubro.

Volume exportado

Ano FOB (mil USS) (Tonelenadas)
2015 1576,45 91,46
2016 1570,40 89,45
2017 1197,51 72,92

Fonte: Peru (2017); Onde: FOB é Free On Board termo em inglés que designa uma
modalidade de responsabilidade entre o comprador e o exportador desenvolvido
pela cdmera de comercio internacional.
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3.2. Propriedades do 6leo de sacha inchi

O dbleo sacha inchi, extraido das sementes, €& caracterizado
predominantemente pela alta quantidade presente de PUFAs, que representam em
média 82% do conteudo lipidico total, bem como a presenca dos mesmos bioativos

presentes na semente.

Tabela 2. Composicao de acidos graxos de 6leos de vegetais comerciais.

Oleo Composigao de acido graxo (%)
Vegetal
(sementes) €80 C10:0 C12:0 C14:0 C16:0 C18:0 Ci8:1 C182 C18:3 C20:1
Palma? 50 360 20 50,0 8,0
Girassol? 7,0 50 19,0 68,0
Soja? 11,0 4,0 23,0 54,0 38,0
Linhaga? 6,0 2,0 19,0 24,0 47,0
Canola? 40 20 600 21,0 10,0 1,0
Coco? 70 70 480 180 90 30 6,0 20
Chia' 7,5 3,0 72 20,1 61,8
Amendoim? 9,0 3,0 52,0 32,0
Oliva® 11,8 28 743 84 06
Algodao® 224 28 184 528 05
Milho® 11,2 2,0 285 56,0 0,9
Sacha inchi® 40 30 9,0 36,0 47,0
Sacha inchid 42 25 84 340 504 0,2
Sacha inchi® 44 24 91 334 508
Sacha inchi® 47 3,5 10,7 335 44,0

aDYER et al., 2008; ® FANALI et al., 2011; ‘MAURER et al., 2012; 9FOLLEGATTI-
ROMERO et al., 2009; *GUTIERREZ; ROSADA; JIMENEZ, 2011; BODOIRA et al.,
2017.

A Tabela 2 apresenta as composicdes de acidos graxos de diferentes
Oleos vegetais comerciais, onde observa que o 6leo de sacha inchi exibe pequenas
variagcdes entre os trabalhos realizados, concluindo-se que o éleo é composto
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principalmente por acidos a-linolénico (C18:3) e linoleico (C18:2). Entre os éleos
comerciais apresentados os de oliva, canola, amendoim e palma exibem elevadas
proporcées de acido oleico (C18:1), enquanto os 6leos de girassol, milho, soja e
algodao apresentam maior quantidade de acido linoleico (C18:2). No entanto,
apenas a linhaga, a chia e o sacha inchi sao ricos em acidos a-linolénico (C18:3). Os
trés Oleos apresentam altas propor¢cdes de PUFAs e sdo similares em sua
constituigdo, porém a chia apresenta maior quantidade de acidos a-linolénicos, a
linhaga em &cido oleico e o sacha inchi em &cidos linoleicos.

Molendi-Coste, Legry, Leclercq (2011) relataram a importancia da
ingestdo de acido graxos a-linolénico na regulacdo do organismo devido aos altos
niveis de compostos anti-inflamatérios. Esses compostos auxiliam positivamente na
reducdo da obesidade, diabete tipo 2 e no perfil lipidico se consumidos
frequentemente. Barcel6-Coblijn e Murphy (2009) discutiram a fungéo e os niveis de
acidos a-linolénico para a manutencdo da saude humana e relataram a necessidade
de se obter a partir da alimentacao proporcoes adequadas de PUFAs. Dessa forma,
0 Oleo de sacha inchi apresenta tal potencial por possuir uma relacao apropriada
entre a composicao dos PUFAs.

Os 6mega-6 (acido linolénico) e 6mega-3 (acidos a-linolénico) sdo termos
genéricos para os PUFAs, e estdo relacionados a posi¢do da insaturagédo, ou dupla
ligacdo, na cadeia lipidica (SRINIVASAN; PARKIN; FENNEMA, 2007). Os PUFAs
sao 4cidos graxos essenciais, pois o metabolismo humano ndo € capaz de produzi-
los devido a auséncia de enzimas que possam inserir duplas ligacdes, assim é
necessario obté-los a partir da alimentacdo. As principais fontes de 6mega-6 e
6mega-3 sdo os peixes marinhos de agua fria, cujas gorduras sao ricas em acido
eicosapentaendico (EPA; C20:5n-3) e acido docosahexaendico (DHA; C22:6n-3),
que serdo biossintetizados para acido a-linolénico (C18:3). Os dleos vegetais sao
outras fontes de acidos a-linolénicos (C18:3) e linolénicos (C18:6), sendo sua
producdo mais viavel economicamente e com menor geracao de residuos poluentes
se comparada a producao de 6leo de peixe (BAKER et al., 2016; MAURER et al.,
2012).

FANALI et al. (2011) encontraram 21 compostos fendlicos no 6leo de
sacha inchi, onde 15 foram identificados como sendo pertencentes aos alcoois
fendlicos, flavondides, secoiridéides e da classe dos lignanos. Segundo Bendini et
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al. (2007), os compostos fenodlicos s&o hidrofilicos com alta atividade antioxidante e,
quando presentes em Oleos apresentam maior eficiéncia na protecdo contra a
degradacao oxidativa, comparados com compostos antioxidantes lipofilicos.

Em testes preliminares, Hamaker et al. (1992) observaram que o 6leo de
sacha inchi bruto se mostrou estavel a temperatura ambiente, em decorréncia da
presenca de compostos antioxidante lipofilicos e hidrofilicos. Enquanto, Cisneros et
al. (2014) avaliaram a capacidade antioxidante e a estabilidade durante 30 dias a
60°C dos 6leos de sacha inchi em diversos estados de torrefacdo das sementes. Os
autores observaram que os compostos antioxidantes presentes no 6leo ndo foram

capazes de proteger os acidos graxo a-linolénico (C18:3) contra a oxidagéo lipidica.

3.3. Oxidacao lipidica

Oxidacéo lipidica € um termo genérico para uma complexa sequéncia de
alteracdes quimicas provenientes de interagdes entre a matriz lipidica e o oxigénio.
Ao longo das reacdes de oxidacao lipidica, os acidos graxos esterificados sao
decompostos em cadeias menores de triacilglicerdis e fosfolipideos, produzindo,
consequentemente, compostos volateis com aromas indesejaveis, conhecidos como
rancidez oxidativa (SRINIVASAN; PARKIN; FENNEMA, 2007). Além de provocar
alteracao da qualidade nutricional, devido a degradacgao de vitaminas lipossoluveis e
de acidos graxos essenciais, a oxidacao lipidica também afeta a integridade e
segurangca dos alimentos em virtude da formagdo de compostos poliméricos
potencialmente téxicos (RAMALHO; JORGE, 2006).

A deterioracdao oxidativa de éleos e gorduras é um processo complexo
que leva a producao de diversos subprodutos de decomposi¢cdo. Em temperatura
ambiente esse processo ocorre lentamente, sendo denominado de auto-oxidacao
(WERMAN; NEEMAN, 1986). Araujo (2008) afirma que a auto-oxidacao é o principal
mecanismo de oxidagdo lipidica em acidos graxos poliinsaturados, em decorréncia
da presenca de grupos metilenos que sao ativados entre as ligacdes duplas,
tornando-os vulneraveis a acao do oxigénio. Laguerre, Lecomte e Villeneuve (2007)
debateram sobre os varios mecanismos de oxidacéo lipidica, e mencionaram que a

foto-oxidacao é a reacéo inicial que estimula o processo auto-oxidativo.
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Os dleos crus, diferentemente dos dleos refinados, apresentam em sua
composi¢do moléculas fotossensiveis como riboflavina, clorofila e eritrosina. Essas
moléculas na presenga de luz transferem elétrons para o oxigénio no estado
fundamental (302). Essa transferéncia faz com que o oxigénio se torne mais reativo
('O2) atacando as duplas ligagbes dos A&cidos graxos poliinsaturados, logo
conduzindo a formacao de hidroperdxido. Esse mecanismo de oxidagdo ocorre
através de vias ndo enzimatica e nao radical, assim trata-se de uma reagdo menor
quando comparadas a auto-oxidacdo. Esta é uma reacdo de deterioracédo
espontanea, que pode ser acelerada na presenca de sistemas cataliticos, como
altas temperaturas, enzimas, metais e microorganismos (LAGUERRE; LECOMTE;
VILLENEUVE, 2007; RONSEIN et al., 2006).

Inicio RH — R* + H*

Propagacao R* + 0, —» ROO°
ROO* + RH —» ROOH + }}'

Término ROO* + R* — ROOR

Produtos

ROO* + ROO* — ROOR + O, Estaveis

R* + R* — RR
onde: RH — Acido graxo insaturado; R* — Radical livre:
ROO* — Radical peroxido e ROOH — Hidroperoxido.

Figura 2. Esquema do mecanismo de oxidagdo lipidica primaria. Fonte: Ramalho e
Jorge (2006).

A Figura 2 expbe resumidamente o processo de autoxidacdo de &cidos
graxos insaturados que ocorre através de reacdo em cadeia de radicais livres no
decorrer de trés etapas: inicio (formacéo dos radicais livres nos &cidos graxos na
presenca de catalizadores), propagacao (radicais livres sdo atacados pelo oxigénio)
e terminacdo (combinagdes de radicais que resultarao em produtos estaveis)
(RAMALHO; JORGE, 2006). O hidroperéxido € um produto primario gerado da
reacdo de autoxidacdo e sua decomposicao produz aldeidos, cetonas, alcoois,
hidrocarbonetos, acidos orgénicos volateis, e compostos epoxido (compostos
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derivados de éster ciclico) como produtos de oxidacdo secundaria (SHAHIDI;
ZHONG, 2005).

3.4. Emulsao

Emulsdo compreende em um sistema formado por dois liquidos
imisciveis, no qual um dos liquidos esta disperso em outro na forma de pequenas
gotas esféricas. Geralmente, os sistemas de emulsdes sédo categorizados em termos
relativos a localizagdo da fase aquosa e oleosa, onde emulsdes 6leo em agua (O/A)
consistem na dispersdo de gotas de 6leo na fase continua aquosa, enquanto as
emulsées agua em ébleo (A/O) possuem gotas de agua dispersa na fase continua
oleosa. De forma geral, as emulsdes sdo sistemas termodinamicamente instaveis
que tendem a se romper ao longo do tempo, devido a uma variedade de
mecanismos fisico-quimicos de instabilidade, tais como separagédo gravitacional,
floculagcdo, coalescéncia, e maturacao de Ostwald. Para a producao de emulsdes
cineticamente estaveis durante um certo periodo de tempo é possivel serem
adicionados compostos conhecidos como emulsionantes e modificadores de textura
(MCCLEMENTS et al., 2000; MCCLEMENTS, 2004; MCCLEMENTS et al., 2007).

Os emulsificantes ou surfactantes, s&o moléculas anfifilicas que
possibilitam a interacdo entre agua e 6leo, em decorréncia da presenca dos grupos
polares e apolares na sua composicdo. Eles promovem a formacdo de um filme
molecular ordenado entre as interfaces, que reduz a tenséo interfacial e superficial
entre as fases continua e dispersa. Os modificadores de texturas melhoram a
estabilidade do sistema através da imobilizacdo ou retardamento dos movimentos
das goticulas, devido as propriedades espessantes ou gelificantes dessas
substancias na fase continua (DA SILVA et al., 2015; MCCLEMENTS; DECKER,;
WEISS, 2007).

O Tween 80 (Polioxietileno 20 mono-oleato de sorbitano) e Tween 20
(Polioxietileno 20 monolaurato de sorbitano) sdo surfactantes ndo idnicos, e nao
téxicos, da classe dos polissorbatos. Esses surfactantes sdo amplamente utilizados
em ambientes domésticos, cientificos e industriais, sendo comumente aplicados
como detergentes e emulsificantes. A capacidade emulsionante dos polisorbatos
esta diretamente relacionada a sua natureza quimica, tal como o comprimento de
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cadeia de alquilo dos acidos graxos, o grau de esterificagcdo, estrutura do nucleo do
derivado de sorbitol e a quantidade de oxietileno polimerizado. Os Tweens se
distinguem pelo grupo hidrofébico, dado que o polissorbato 20 possui cadeia linear
com uma fracédo de acido laurico, enquanto o 80 apresenta cadeia insaturada como
pode ser observado na Figura 3 (FRISON-NORRIE; SPORNS, 2001; KERWIN,
2008; MAHMOOD; AL-KOOFEE, 2013).

lauric acid
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Figura 3. Estrutura molecular dos emulsificantes Tween 20 e Tween 80.
Fonte: Johnson, (2013)

Ong et al. (2015) estudaram a adicdo de surfactantes em emulsao (O/A)
constituida por alginato, e observaram que a presenca dos surfactantes permitiu a
formacao de emulsdes estaveis e a reducao do didmetro das gotas na fase continua.
Isso se deve a maior adsorcado dos agentes tensoativos pela interface das goticulas
de Oleo, formando assim, uma pelicula impermeabilizante que impediu a
coalescéncia.

Li e Mcclements (2013) avaliaram a influéncia de surfactante ndo iénico

em sinergia com proteina globular e biopolimeros (alginato e quitosana) na
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estabilizacao das gotas de éleo. Os autores observaram que a adicao do surfactante
combinado com as proteinas globulares acarretou na redugédo das dimensdes das
gotas, bem como no tamanho dos complexos eletrostaticos. As emulsdes, sem e
com adicdo do emulsificante i6nico, apresentaram separacao gravitacional, no
entanto as adicionadas de emulsificante exibiram menor velocidade de separacéo.

As emulsdes vém sendo exploradas para ampliar o desempenho
funcional e tecnoldgico nas industrias de alimentos, cosméticos, farmacéutica e
outros setores. Elas sdo capazes de fornecer protecédo e liberacdo controlada as
substancias bioativas através do encapsulamento da fase dispersa, sendo
relevantes as dimensbes de gota na compreensdo da estabilidade final das
emulsdes, bem como em suas aplicacdes. (KAUSHIK et al., 2015; MCCLEMENTS,
2010).

3.5. Microencapsulacao

A microencapsulacdo € uma técnica que consiste em aprisionar um ou
mais componentes ativos por um invélucro protetor. O invélucro encapsulante pode
ser chamado de revestimento, membrana, casca, material de parede, fase externa
ou matriz, enquanto o material a ser encapsulado € chamado de nucleo, agente
ativo, material de recheio ou fase interna. O material de parede pode ser
selecionado dentre uma vasta gama de polimeros naturais e sintéticos, de acordo
com as caracteristicas desejadas para a microparticula final. O meétodo de
microencapsulacao é caracterizado pela obtencdo de particulas micrométricas entre
1 a2 1000 pm (NAZZARO et al., 2012; RODRIGUEZ et al., 2016).

A finalidade da microencapsulagcdo é proteger o nucleo contra as
adversidades do ambiente externo, que podem promover a deterioracdo das
propriedades funcionais do composto ativo. Os principais fatores extrinsecos que
justificam a utilizacdo da técnica sao a luz, oxigénio, pH, pressao, temperatura e
umidade. Ademais, as técnicas de encapsulagdo podem contribuir para solucionar
problemas tecnoldgicos, tais como mascarar odores e sabores desagradaveis, e
controlar a volatilizagcdo de compostos volateis. Em éleos, essas vantagens séo
somadas ao aumento da vida de prateleira, pois a membrana produzida limita
interacbes ambientais, permitindo a liberagdo controlada do agente ativo, sob
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determinadas condi¢des: enzimatica, de pH e interagdes eletrostaticas (ARAB-
TEHRANY et al., 2012; ZUIDAM et al., 1998).

Diversos métodos tém sido utilizados e estudados para producédo de
microparticulas para serem aplicadas em diferentes tipos de alimentos. Essas
técnicas sao divididas em trés grupos: processos fisicos (spray drying, spray coating,
spray chilling, processos de encapsulacao de fluidos supercriticos, processo com
microcanais e revestimento por pulverizacao), processos quimicos (polimerizacéo
molecular e inclusdo molecular) e processos fisico-quimicos (gelificacdo idnica,
coacervacao complexa, lipossomas, micelas, emulsdes, processo com matrizes
lipidicas nanoestruturadas e evaporacdo de solventes) (COMUNIAN; FAVARO-
TRINDADE, 2016).

Gaonkar et al. (2014) discutiram os fatores que devem ser considerados
para a selecdo de um processo especifico. Dentre eles estdo: as propriedades
fisico-quimicas tanto do recheio quanto do revestimento, morfologia das particulas,
tamanho, distribuicdo, rendimento da producao de particulas do método, orcamento
e disponibilidade de equipamentos para a aplicacdo do método. Encina et al. (2016)
argumentaram a importancia da selecdo do agente encapsulante e da técnica no
encapsulamento de 6leos ricos em PUFAs visando a aplicabilidade final dessas

particulas.

3.6. Producao de microparticulas por gelificacao idonica/ionotropica

A produgdo de microparticulas de hidrogel por gelificagdo ibnica é
baseada na habilidade dos polissacarideos (pectina, alginato, goma carragena,
gelana e quitosana) de formarem géis na presenca de ions multivalentes. As
interacdes entre os ions multivalentes, como os ions de calcio, com 0 grupo
carboxila das cadeias poliméricas desses polissacarideos resultam na formacéo de
um gel insolavel. A gelificagdo ibnica ou ionotrépica, externa e interna estdo dentre
0s processos utilizados para produgdo de particulas através de interacao ibnica
(GEORGE; ABRAHAM, 2006).

A gelificagdo ibnica externa consiste em um procedimento simples, no
qual o material a ser encapsulado, agente ativo, € adicionado na solucao aquosa de
biopolimero sob homogeneizagéo continua. A solugdo homogeneizada € extrusada
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através de um bico atomizador em uma solugao iénica, onde o tamanho da particula
pode ser controlado através do diametro do bico. O enrijecimento das particulas
ocorre em intervalos minimos de tempo, iniciando a reacao a partir do contato com a
solucao ibnica. Assim, sao formadas estruturas rigidas, com alto teor de agua, que
utiliza ions para difundir-se através do interior da particula, proporcionando a
reticulacdo do exterior para o interior (SAGIRI; ANIS; PAL, 2015; SMRDEL et al.,
2008).

Ja o processo de gelificacao ibnica interna consiste da adicdo de sais de
calcio em forma inativa em uma emulsdo contendo solugdo polimérica e agente
ativo. Para dar inicio a formagédo de gel € necessario que se reduza o pH do meio,
sendo adicionado uma solucdo de acido organico na emulsdo sob constante
homogeneizagéo. As principais diferengas entre a gelificacdo externa e interna séo a
cinética de formacao de gel e tamanho das particulas produzidas. O método interno
gelifica de forma mais controlada quando comparado ao externo, pois a relacao de
calcio para biopolimero é mais facil de se manipular, de forma que diminui a
possibilidade de surgir sinérese. As microparticulas produzidas pela gelificacéo
interna sdo mais compacta que as externas, alcangcando de 20-25 um até 2 mm
(ETCHEPARE et al., 2015; HELGERUD et al., 2010) .

A gelificagcdo ibnica € uma técnica relativamente simples, que nao requer
equipamento especializado, altas temperaturas, condicoes extremas de pH,
utilizacdo de solventes organicos, e pode ser considerado de baixo custo para a sua
reproducdo. Sendo a liberacdo controlada um aspecto relevante, pois permite a
liberagéo do ativo via difusdo através estimulos externos que alteram as estruturas
do gel, como mudancas de pH, desgaste mecanico, enzimatico e forcas osmaticas.
As particulas produzidas com alginato sdo porosas, que pode ser um diferencial
quando se imagina liberacdo do agente ativo, mas pode ser reduzida com a adi¢ao
de outro polimero (polissacarideos ou proteina) e até mesmo a utilizagcdo de outra
técnica para o recobrimento (KUROZAWA; HUBINGER, 2017; SMIDSROD;
SKJAKBRK, 1990; TELLO et al., 2015).

3.7. Polissacarideos ionicos
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Os polissacarideos sao um conjunto de carboidratos poliméricos
constituidos por cadeias repetidas de monossacarideos unidas através de ligacdes
glicosidicas. Sdo biopolimeros naturais, altamente seguros, nao toxicos, estaveis,
biodegradaveis e biocompativeis, além de serem encontrados em abundéancia na
natureza e apresentarem baixo custo. Eles sao extraidos de algas (alginato de
sddio), plantas (amido, celulose, pectina), microrganismos (dextrana, goma xantana
e gelana) e animais (quitosana). Em razao de sua diversidade quimica, presenca de
grande numero de grupos funcionais, hidrofilicidade, solubilidade em agua,
comportamento de fluxo, potencial de gelificacdo e propriedades interfaciais/
superficiais, esses polimeros se distinguem dos polimeros proteicos (YANG et al.,
2015; ZIA et al., 2015).

O alginato de so6dio € um polissacarideo aniénico obtido das algas
marinhas de coloracdo marrom pertencente ao género Phaelophyceae. E
classificado como copolimero de ligagées (1,4) glicosidicas formados por dois
mondémeros de cadeias lineares, acido a-L-gulurénico (G) e o acido B-L-manurbnico
(M), cujas propriedades fisicas e quimicas sao fortemente influenciadas pela
composicao, peso molecular, extensao e sequéncia dos monémeros. A industria
apresenta ampla gama de aplicagcdo para esse polimero, em decorréncia de sua
solubilidade e propriedade de formag&o de géis, sendo estavel sob altas e baixas
temperaturas (HELGERUD et al., 2010; SMIDSROD; SKJAKBRK, 1990).

As sequéncias de monOmeros presentes no alginato de sédio sao
fundamentais a formacado de géis e sado constituidas de configuragdo do tipo
“blocos”. Nessa conformagéo € possivel encontrar trés tipos de ligagdes glicosidicas:
as homopoliméricas constituidas pelos mondémeros GG (acido gulurbnico-acido
gulurénico) e MM (acido manurénico-acido manurdnico), e a heteropolimérica que
sdo formadas pelos grupos MG ou GM, conforme a Figura 4. Os alginatos que
dispdem de alto teor de blocos G exibem géis melhores estruturados, quando
comparados com os alginatos de alto teor de blocos M. A configuracao espacial do
bloco G, por ser mais organizada facilita as interagdes com os ions divalentes, que
comumente € visualizada como modelo caixa de ovos (Figura 5). Em geral, o
modelo caixa de ovos é formado entre duas cadeias vizinhas, sendo estabilizadas
primeiramente por interacdes eletrostaticas, seguidas por ligacdes de hidrogénios e
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por Ultimo pelas interacdes de van der Waals (CHAN et al., 2017; DRAGET; SKJAK-
BRAK; SMIDSR@D, 1997; FUNAMI et al., 2009).
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Figura 4. Estrutura das sequéncias de mondémeros em relacao as trés tipos de
ligagdes glicosidicas (HELGERUD et al., 2010).
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Figura 5. Modelo caixa de ovo (CHAN et al., 2017).

A quitosana é um polissacarideo, oriundo da quitina, proveniente da
casca de crustaceos, exoesqueleto de insetos e parede celular de fungos. Sendo o
segundo polissacarideo mais abundantemente encontrado na natureza depois da
celulose. Quimicamente, a quitosana apresenta cadeia linear catibnica composta por
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dois mondémeros o B-(1-4)-D-glucosamina e B-(1-4)-N-acetil-D-glucosamina.
Ademais, apresenta atividade antimicrobiana e antioxidante, bem como propriedade
de mucoadesdo como uma de suas particularidades (BOSQUEZ-MOLINA;
ZAVALETA-MEJIA, 2016; FATHI; MARTIN; MCCLEMENTS, 2014; YANG et al,
2015).

A aplicagdo de quitosana como sistema de cobertura em particulas com
objetivo de proporcionar maior protecdo, bem como a liberagcdo do ativo
encapsulado em sitios especificos tem sido amplamente abordada, como relatado
por Han et al. (2008). Esses autores desenvolveram particulas de alginato/quitosana
contendo micronutrientes, e observaram a resisténcia das particulas sob condi¢des
gastrointestinais, temperatura, umidade, além da liberacdo controlada que foram
proporcionadas através das interagdes entre os dois biopolimeros utilizados.

Fujiwara et al. (2013) estudaram a formagcdo de microparticula de
alginato/amido/quitosana através da técnica de gelificacdo ibnica externa contendo
estigmasterol dissolvido em O6leo de canola. Os autores observaram que as
particulas produzidas apresentaram alta eficiéncia de encapsulacdo e a efetiva
protecdo oxidativa do estigmasterol.

Vasile et al. (2016) avaliaram a estabilidade oxidativa das particulas
produzidas de alginato com goma de exsudato de Prosopis alba através de
gelificacao idnica externa, e recobertas com quitosana encapsulando 6leo de peixe.
De acordo com os autores, as particulas que continham a incorporacdo da goma do
exsudado foram as que promoveram melhor protecdo oxidativa ao longo do periodo
de observacdo quando comparados ao 6leo livre e as microparticulas contendo

alginato/quitosana.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. MATERIAL

4.1.1. Ativo

O 6leo das sementes de sacha inchi (Plukenetia volubilis L.) foi adquirido
da empresa American Calix (Lima, Peru) e sua ficha técnica fornecida pela empresa,
esta apresentada no ANEXO A. O 6leo de sacha inchi (OSl) foi obtido por
prensagem a frio sem adicao de qualquer classe de aditivo.

4.1.2. Material de Parede

O alginato de sédio (GRINDSTED® Alginate FD 175) fornecido pela
Danisco Brasil Ltda (Cotia, Sdo Paulo) foi utilizado na producdo das emulsées e no
desenvolvimento das particulas como agente gelificante. A caracterizacdo do
alginato utilizado segundo sua composicao de acido gulurénico e manurénico foi
determinado através de espectro de dicroismo circular pelo equipamento Jasco J-
810 Spectropolarimeter no Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais
(CNPEM). O espectro apresentou ser inteiramente negativo (Figura 6), logo estima-
se gue o alginato utilizado apresenta 68,71% de blocos de acido gulurbnico e 31,65
% de blocos de acido manurénico (MORRIS; REES; THOM, 1980).
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Figura 6. Espectro de dicroismo circular do alginato de sédio a 6,4 mg/mL
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Para o processo de recobrimento das particulas em gel foi utilizada
quitosana de baixo peso molecular (desacetilagdo 75% - 85%), da empresa Sigma-
Aldrich Brasil Ltda (S&o Paulo, Brasil).

4.1.3. Reagentes

Para a execucdo dos ensaios, foi utilizado cloreto de calcio, cloreto
férrico, acido aceético, citrato de sodio, cloroférmio e o Tween 20 (Polioxietileno 20
monolaurato de sorbitano) foram adquiridos da Dindmica Quimica Contemporanea
Ltda (S&o Paulo, Brasil). O metanol, acido cloridrico, peréxido de hidrogénio e
cloreto ferroso foram fornecidos pela Synth (Sao Paulo, Brasil), enquanto o Tween
80 (Polioxietileno 20 mono-oleato de sorbitano) obtido da Vetec (Sao Paulo, Brasil).

4.2. METODOS

Para realizacdo dos objetivos propostos, o projeto foi dividido em trés
etapas como pode ser observado na Figura 7. A primeira compreende a
determinacgao das caracterizagao fisico-quimicas do OSI adquirido. A etapa seguinte
constitui da formacao e caracterizacdo das emulsdes obtidas por proporcao fixa de
alginato de sédio (2 g/100g), e com concentracdes variaveis de OSI (45, 60 e 75%
(9/100qg)) e emulsificante (0.5 e 1% (g/100g)) em relacdo aos sélidos totais do
sistema. Os emulsificantes ndo idnicos utilizados sdo permitidos pela Legislacao
(RDC N¢ 23, de 15 de fevereiro de 2005), bem como suas concentracbes dos
emulsificantes utilizados. A terceira etapa correspondeu a produgédo de particulas
pela técnica de gelificagdo ibnica externa através de extrusdo das emulsdes
contendo 1% (g/100g) de Tween 20 com diferentes concentragbes de OSI (45, 60 e
75% (g/1009)) em relacdo a solidos totais em solucao reticulante de cloreto de calcio
a 2% (m/v)
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Figura 7. Diagrama de fluxo para execugao das atividades.
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4.2.1. ETAPA 1: Caracterizacao do 6leo de sacha inchi (Plukenetia volubilis L.)

4.2.1.1. Perfil de acidos graxos (AGs)

O perfil de acido graxo do OSI foi determinado através do Cromatdgrafo
Gasoso Capilar CGC 68650 Serie GC System (Agilent, EUA), equipado com uma
coluna capilar DB-23 (50% cianopropil — metilpolisiloxano), com dimensdes de 60 m
x 0,25 mm x 0,25 ym (Agilent,EUA). Adotou-se a metodologia da AOCS (2009),
sendo realizada em duplicata no Laboratério de Oleos e Gorduras da Faculdade de
Engenharia de Alimentos/Unicamp.

4.2.1.2. Composicao de triacilglicerois (TAGs)

Essa andlise foi realizada em cromatégrafo gasoso capilar Agilent
6850 Series Il single channel GC, Santa Clara, EUA, com uma coluna capilar DB-
17HT Agilent Catalog 122-1811 (50%-fenilmetilpolisiloxano), d.i.=15 m x 0,25 mm e
0,15 uym de filme. Condi¢cdes de analise: injecao split, razao de 1:100; temperatura
da coluna: 250 °C, programada até 340 °C a razado de 5 ‘C/min; gas de arraste: hélio,
em vazao de 1,0 mL/min; temperatura do injetor: 375 °C; temperatura do detector:
375 °C; volume injetado: 1,0 mL; concentracdo da amostra: 100 mg/5 mL de
tetrahidrofurano. A identificacdo dos grupos de TAGs foi realizada por comparacao

dos tempos de retencao, segundo os procedimentos da AOCS (2009).

4.2.1.3. indice de peroxido

Determinou-se o indice de peréxido segundo o método padrdao IDF
74A:1991, que consistiu em dissolver uma aliquota de 0,01 g de OSI em 9,7 mL de
solugdo de cloroformio: metanol (7:3). Para a formagdo de pigmentacdo foram
adicionados 50 pL de cloreto de ferro (ll) e tiocianato de amdnia, que posteriormente
foi homogeneizado e mantido no escuro por 5 minutos para ser mensurado em
espectrofotdmetro — UNICO® Spectrophotometer 2800UV/VIS (United Products &
Instruments Inc., New Jersey, EUA) na absorbéancia de 500 nm. Para assegurar a

integridade da andlise contra eventuais contaminacdes, foram realizados os brancos
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do método. O branco corresponde ao mesmo procedimento citado anteriormente
sem a presencga do analitico problema, que neste caso representa o OSI. Todas as
analises foram realizadas em ftriplicata. A construcdo da curva padrao de
concentracdo de Fe*® versus absorbancia foi realizada segundo Shantha e Decker
(1994). O valor de peroéxido foi expresso em miliequivalente de peroxido por kg de
0leo, onde foi calculado seguindo a Eq. (1). A curva de padrdo construida neste
trabalho, para mensuracdo do indice de peroxido do OSI, obteve coeficiente de
correlacao (Rz) de 0,9967.

(As-Ab)*m

55,84* m,*2 A

indice de peréxido=

Onde: As é a absorbancia das amostras; Ao € absorbancia do branco; m é
coeficiente angular da curva padrdo construido; mo € a massa em gramas da
amostra; 55,84 é a massa atémica do ferro; 2 € o fator necessario para que o valor
de peréxido fique expresso em miliequivalente de per6xido ao invés de miliequivante

de oxigénio, como mencionado pelo método IDF.

4.2.1.4. indice de estabilidade oxidativa do OSI

Para a avaliacdo do indice de estabilidade oxidativa do OSI foi utilizado o
equipamento 893 professional biodiesel Rancimat (Metrohm, Suica). A analise foi
desenvolvida em triplicata utilizando-se cerca de 5 gramas de amostra para cada
repeticdo. As amostras foram submetidas a temperatura de 110 + 0,9°C com fluxo
de ar constante de 9 L/h. Essa anadlise consiste na mensuragcdo constante da
condutividade (uS/cm) dos compostos volateis oxidativos gerados ao longo da
oxidacao acelerada. O periodo de inducao foi definido pelo tempo (h) necessario
para atingir o ponto de inflexdo na curva, determinado através da derivada segunda
calculada pela interseccéo da reta tangente projetada ao longo do eixo do tempo.

4.2.1.5. Densidade
A densidade do OSI foi determinada através de picnémetro, que
compreendeu basicamente a mensuragdo da massa e do volume do Oleo a

temperatura de 24°C, e calculada pela razao expressa na Eq. (2).



35

(m1'm)
(m2-m)

(2)

Onde: m é a massa do picnbmetro vazio; mi é a massa do picnémetro

cheio do liquido problema; mz2é a massa do picndmetro cheio de agua;
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4.2.2. ETAPA 2: Desenvolvimento e caracterizacao das emulsoes

4.2.2.1. Preparo da solucao de alginato de sédio a 2% (g/ 1009)

A solucédo de alginato de sddio foi preparada em temperatura ambiente,
dispersando 2 gramas de alginato em 98 gramas de agua destilada, e em seguida
manteve-se sob agitacao através de um agitador magnético durante um periodo de
12 horas para a completa solubilizagao.

4.2.2.2. Preparacoes das emulsoes

As condicoes experimentais foram determinadas a partir do principio da
elaboracao de emulsées com altas concentracées de 6leo em relagdo aos sélidos
totais (ST), e estabilizadas com surfactantes néo ibnicos. Para isso, foram feitos
testes preliminares com a preparacdo de emulsbes constituidas de agente
surfactante nas concentracbes de 0 (controle), 0,5% e 1% (g/100g) em solucéao
aquosa de alginato de sodio a 2%(g/100g), e OSI nas proporcdes de 45, 60 e 75%
(9/100g) em relacdo ao ST do presente sistema. Para a homogeneizacdo das
emulsoes foi utilizado o rotor-estator (ULTRA TURRAX L5M-A, Silverson Machines,
Massachusetts, EUA) a 5600 rpm durante 3 minutos. Todo o processo de
homogeneizacdo ocorreu em sistema de béquer encamisado ligado a banho
termostatico a 3°C mantendo as emulsdées em temperatura de 25°C durante o
processo de agitacdo. Um grande aumento de temperatura pode afetar a interface
de adsorcdo entre o surfactante e as gotas de Oleo, além de degradar as
propriedades intrinsecas do OSI.

Na Tabela 3 estdo apresentados os ensaios preliminares que foram
realizados e a forma de distribuicdo em relagdo a quantidade de 6leo, concentracao
e espécie do surfactante. O principal objetivo desse teste foi definir o melhor tipo e
concentracdo de surfactante, onde as emulsdes foram caracterizadas a partir das
analises de estabilidade, distribuicdo de tamanho e didmetro médio das gotas,
microscopia Optica, comportamento reoldgico, densidade de carga superficial e

tensiometria interfacial.
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Tabela 3. Ensaios preliminares envolvendo surfactantes, OSI e solugcédo de alginato a
2% (9/100g).

Surfactantes 0S| % Solugao de
Ensaio alginato a

%(g/1009)* g %(g/1009)* g 2%(Q)
1 0,00 0,00 45,00 1,64 98,36
2 controle 0,00 0,00 60,00 3,00 97,00
3 0,00 0,00 75,00 6,00 94,00
4 0,50 0,50 45,00 2,05 97,45
5 0,50 0,50 60,00 3,75 95,75
6 0,50 0,50 75,00 7,50 92,00

Tween 20
7 1,00 1,00 45,00 2,46 96,54
8 1,00 1,00 60,00 4,50 94,50
9 1,00 1,00 75,00 9,00 90,00
10 0,50 0,50 45,00 2,05 97,45
11 0,50 0,50 60,00 3,75 95,75
12 0,50 0,50 75,00 7,50 92,00
Tween 80

13 1,00 1,00 45,00 2,46 96,54
14 1,00 1,00 60,00 4,50 94,5
15 1,00 1,00 75,00 9,00 90,00

OSI: éleo de sacha inchi; * Porcentagem em relagao a solido totais.
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4.2.2.3. Estabilidade

Aliquotas de 25 mL de cada emulsdo formada, imediatamente apos a
homogeneizagédo final, foram transferidas para provetas graduadas de 50 mL,
seladas e estocadas em BOD a temperatura de 25°C por 24 horas. A estabilidade foi
mensurada através do indice de cremeacédo (IC%) e separacédo de fases (SF%),

sendo ambas realizadas em triplicatas e descritas pelas Egs. (3) e (4).

H

IC(%)= (H—o) *100 3)
H

SF(%)= (H—o) *100 @)

Onde: Ho corresponde a altura inicial, Hi representa a altura da fase
inferior e H a altura da fase superior apdés 24 horas (KEOWMANEECHAI,
MCCLEMENTS, 2002).

4.2.2.4. Distribuicao de tamanho e diametro médio das gotas

Para a distribuicdo de tamanho e didmetro médio das gotas de todas as
emulsodes, utilizou-se a técnica de espalhamento de luz por difracao a laser, através
do equipamento Mastersizer 2000 (Malvern Instruments Ltd, Malvern, Reino Unido).
Essas medidas foram realizadas a 25 °C logo apdés a homogeneizagédo final da
emulsdao. As Egs. (5) e (6) apresentam o didmetro médio (Diametro médio
superficial - D[32]), e o indice de dispersdo como span, respectivamente. As
amostras foram analisadas em sextuplicatas, por via Umida, com dispersao em agua

destilada.

Y nid?
D= (5)
[32] dZnigiz
Span:M (6)
dso

Onde: di é o diametro das gotas; n € o nimero de gotas e d1o, dso € dgo
sao os diametros de 10%, 50% e 90% do volume acumulado, respectivamente.
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4.2.2.5. Microscopia 6ptica (MO)

Uma pequena porgao da emulsao foi colocada em laminas, e foram ser
observadas em um microscopio 6tico Carl Zeiss (modelo Axio Scope A1, Gottingen,
Alemanha) sendo ampliadas de 40x e 100x.

4.2.2.6. Densidade de carga superficial

O potencial zeta, ou densidade de carga superficial, ({) consiste na
relacdo entre direcdo e velocidade do movimento das gotas da emulsdao ou
dispersdo, em um campo elétrico bem definido. As densidades de carga superficial
das gotas das emulsdes foram obtidas através do medidor de potencial zeta (),
utiizando uma camara de medicdo de microeletroforese (ZetaSizer Nano-ZS,
Malvern Instruments Ltda, Worcestershire, Reino Unido). As medidas foram

realizadas em sextuplicatas em temperatura ambiente.

4.2.2.7. Comportamento reoldgico

O comportamento reoldgico das emulsdes foi caracterizado em relagao a
viscosidade a 25°C com redmetro Physica MCR301 (TA Instruments, Delaware,
EUA) de tensdo controlada com geometria tipo cone-placa com 45 mm de didmetro.
Realizou-se cada ensaio em trés etapas sequenciais, fazendo-se a varredura da
taxa de deformacé&o variando entre 0 e 300 s™', sendo a primeira e a segundo a fim
de eliminar possiveis efeitos tixotrdpicos. A terceira curva foi usada para avaliacdo
do comportamento reol6gico em estado estacionario. Os resultados obtidos a partir
da terceira curva foram ajustados aos modelos de fluido da lei da poténcia como

apresentando na Eq. (7).

o=k* (y) " (7)

Onde: Y é a taxa de deformagao, n é o indice de comportamento, o é a

tensdo e k é o indice de consisténcia.
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4.2.2.8. Tensiometria interfacial

Foi realizada a medida da tenséo interfacial inicial (10s) e no equilibrio
entre as diferentes fases aquosas e oleosa com objetivo de determinar como cada
componente atua na interface da gota no processo de emulsificagdo. Foi utilizado o
método de gota pendente através de um tensiometro Tracker-S (Teclis, Franga). O
método da gota pendente baseou-se na deformacao do perfil da gota em funcao da
tensao interfacial. Os ensaios foram realizados a 25+0,5°C com a formagao de uma
gota da fase aquosa na fase oleosa, sendo a fase aquosa formada pela dispersao
de alginato de s6dio a 2% (g/100g) sem e com surfactante, o Tween 80 e 20, nas
concentragdes de 0,5% e 1% (g/100g), enquanto a fase oleosa foi composta por
OSlI.
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4.2.3. ETAPA 3: Desenvolvimento e caracterizacao das particulas

4.2.3.1. Producao de particulas de alginato

As particulas foram produzidas a partir da emulsdo desenvolvida e
selecionada com base nos testes preliminares. As emulsées com 1% (g/100g) de
Tween 20 foram as selecionadas para serem utilizadas no estudo de formagéo de
particula, como descrito na Tabela 4.

Tabela 4. Emulsao utilizada na producéao das particulas

Emulsificante Oleo de sacha inchi Disperséo de
alginato a 2%
Tween 20 (g) % (g/1009) * (9) (9)
Amostras 1,00 45,00 2,46 96,54
1,00 60,00 4 50 94,50
1,00 75,00 9,00 90,00

OSI - éleo de sacha inchi; *fracao de 6leo em relacao a sélidos totais

As emulsdes foram extrusadas por meio de um sistema de atomizacao
com bico tipo duplo fluido, com orificio de 0,7 mm de didmetro, com auxilio de
bomba peristaltica e compressor (Figura 8). O processo de extrusdo foi realizado
através de uma bomba peristaltica Masterflex L/S (Cole- Parmer, USA) com vazao
de 0,6 kg/h e pressdao de atomizacado de 0,15 bar (pressdo ajustada através de
testes preliminares). Todo o processo ocorreu em temperatura ambiente, sobre uma
solucao reticulante de cloreto de calcio a 2% (m/v) mantida a 15 cm do bico extrusor.
Apés a atomizacao, as particulas foram mantidas na solugédo de cloreto de calcio por
30 minutos. Subsequentemente, as particulas foram separadas e lavadas em
peneiras de malha de aco (abertura de 0.35 mm) com agua destilada. O processo de
formacao das particulas foi feito em duplicata. Uma fracao de particulas umidas foi
congelada e conduzida ao liofilizador LS 3000 (Terroni Equipamentos Cientificos,
Sao Carlos, Brasil) durante 48 horas. As particulas umidas e liofilizadas separadas
para andlise foram mantidas sob refrigeracdo a 5°C.
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Figura 8. Esquema do processo de atomizacdo em solucao de cloreto de calcio a
2%(m/v) (CHAN et al., 2012)

4.2.3.2. Recobrimento das particulas de alginato com quitosana

As particulas de alginato contendo trés concentragdes diferentes de OSI
foram recobertas com dispersdao de quitosana a 1% (m/v) através de interagéao
eletroestatica que corresponde a capacidade de um polimero catibnico interagir com
cargas anidnicas das superficies de gel do alginato. A condicdo da execucao desse
procedimento foi baseada em Carvalho (2017) com adaptacdes. As particulas foram
colocadas juntamente com a dispersdo de quitosana na relacao 1:2, e mantidas sob
agitacdo magnética durante 30 min. A seguir, as particulas recobertas foram
separadas e lavadas em peneiras de malha de ago (abertura de 0.149 mm) com
agua deionizada. O processo de formacao das particulas foi feito em duplicata. As
particulas umidas foram congeladas e conduzidas ao liofilizador LS 3000 (Terroni
Equipamentos Cientificos, S&do Carlos, Brasil) durante 48 horas. As particulas
umidas e liofilizadas separadas para andlise foram mantidas sob refrigeragao.

A solucao de quitosana 1% (m/v) foi preparada pela dissolucédo de 1 g de
quitosana em 100 mL de solugéo de acido acético 1% (v/v) durante 12 horas para a
completa hidratacdo. Foi utilizada agua deionizada na preparacao da solugcao de
acido acético, sendo seu pH final de 3,74.

4.2.3.3. Eficiéncia de Encapsulacao

Ap6s a producdo das particulas foi determinada a eficiéncia de
encapsulacdo. A quantidade de 6leo ndo encapsulado presente na superficie das
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particulas foi determinada segundo Vasile et al. (2016) com adequacdes. 5 mL de
hexano foram adicionados em 1 g de particulas umidas previamente pesadas em
vials e agitados vigorosamente por 60 segundos. O sobrenadante de cada amostra
foi transferido para um béquer previamente pesado. A quantidade de 6leo nao
encapsulado foi determinada gravimetricamente pela diferengca de peso apds a
completa evaporacdo do hexano em estufa a 70°C. A eficiéncia de
microencapsulacao (EE) foi calculada a partir da Eq (8).

(Oleo total-Oleo superficial) ,
Oleo total

EE(%)= 100 (8)

Onde o dleo total foi considerado igual a quantidade de éleo inicial na
emulsao, pois o OSI| ndo possui caracteristicas volateis. O 6leo superficial foi tido
como OSI ndo encapsulado presente na superficie das particulas umidas.

4.2.3.4. Conteudo de umidade e atividade de agua

O conteudo de umidade das particulas foi determinado gravimetricamente
segundo o método adaptado da AOAC (2009) para balancas determinadoras de
umidades (Shimadzu, Barueri, Brasil), onde a temperatura do equipamento foi
ajustada para 105°C e a umidade foi definida até a massa da amostra permanecer
constante. A atividade de agua foi medida em um higrometro digital Aqualab modelo
series 3TE (Decagon, Pullman, EUA), a 25°C. Ambas as andlises foram realizadas
em triplicata.

4.2.3.5. Distribuicao de tamanho e diametro médio de particulas

A distribuicdo de tamanho e diametro médio de particulas foram
determinados por um analisador de tamanho de particulas por difracao a laser, no
equipamento Mastersizer 2000 (Malvern Instruments Ltd, Malvern, Reino Unido). O
didmetro médio foi determinado baseando-se no didmetro de De Brouckere D[4,3].
As amostras foram analisadas em quintuplicata, por via Umida, com dispersao em

agua destilada.
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Y n;d}
Daz; = Z—nid'z (9)
1

Onde: di é o didmetro das particulas; n € o numero de particula.

4.2.3.6. Avaliacao de microestrutura

4.2.3.6.1. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As andlises de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) foram
realizadas de acordo com os procedimentos descritos por Rosenberg; Young (1993).
As amostras liofilizadas foram fixadas em porta-espécimes metalicas (stubs), através
do uso de uma fita adesiva. Como as amostras ndao sao metdlicas, foi necessario
realizar a metalizacao (sputtering), cobrindo-as com uma fina camada de liga
metdlica. Assim, as amostras foram recobertas com ouro em um aparelho
metalizador. As amostras metalizadas foram mantidas em um suporte fechado
dentro de um dessecador, até o0 momento da andlise no MEV. Foram utilizadas
ampliacdes de 500x e 2000x para observacao das amostras.

4.2.3.6.2. Microscopia optica (MO)

Uma pequena porcao de particula umida foi colocada em Iaminas, onde
foram observadas em um microscopio 6tico Carl Zeiss (modelo Axio Scope A1,
Gottingen, Alemanha) sendo ampliadas de 10x.

4.2.3.6.3. Microscopia confocal de varredura a laser (MCVL)

A andlise de microscopia confocal foi baseada na metodologia proposta
por Lamprecht, Schéafer e Lehr (2000). As particulas foram produzidas com materiais
corados previamente. A solucdo de quitosana foi corada com o corante isotiocinato
de fluoresceina (FITC) (Sigma-Aldrich Brasil Ltda., SP, Brasil) e o 6leo de sacha
inchi corado com vermelho do Nilo (Sigma-Aldrich Brasil Ltda., SP, Brasil). As
amostras foram colocadas diretamente em Iaminas e recobertas com laminulas e
analisadas em microscopio confocal Carl Zeiss (LSM 780-NLO, Germany) com
objetiva de 10x 0.3x, realizado pelo Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia de
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Fotbénica Aplicada a Biologia Celular (INFABIC) no Instituto de Fisica da UNICAMP.
As imagens foram coletadas utilizando lasers com comprimentos de onda de 488 e
543 nm para excitacdo do FITC, e 528 nm para vermelho do Nilo.

4.2.3.7. Estabilidade oxidativa das particulas durante a estocagem

Para os ensaios de estabilidade oxidativa, as particulas produzidas foram
avaliadas a temperatura de 45°C ao longo de quatro semanas, sendo as amostras
analisadas em relacdo a oxidacao lipidica (CARNEIRO et al., 2013). Em resumo, em
0,5 g de particulas umidas adicionou-se solugdo aquosa de citrato de sodio a 4%
(m/v). Para as particulas que possuem recobrimento com quitosana foi realizada
digestdo enzimatica como pré-tratamento como descrito por Tello et al. (2015) com
adaptacoes. O pré-tratamento consistiu em ajustar o pH do meio em que estavam as
particulas para 7 com NaOH 0.5 N, logo apés foi adicionado solu¢cao de pancreatina
a 0,5 mg/mL. Posteriormente, a quantificacdo do 6leo foi realizada segundo o
método de extracdo de Bligh e Dyer (1959) sendo realizadas em duplicata para cada
amostra. 0,1 g de amostra do 6leo extraido foi diluido em 4 mL de solugdo de
cloroférmio/metanol (7:3), onde foi retirado 200 pL de aliquota para determinacao.
As determinacdes dos valores de peroxidos (PV) foram efetuadas conforme a secdo
4.2.1.2., e executadas em duplicata para cada amostra.

4.2.4. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos para as diferentes emulsées e microparticulas
foram analisados por Andlise de Variancia utilizando-se o Software Minitab 18
(Pensilvania, EUA). O Teste de Tukey foi utilizado para a analise de diferenca de
médias, com p <0,05.
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5.1. CARACTERIZAGAO DO OLEO DE SACHA INCHI (Plukenetia volubilis L.)

5.1.1. Composicao de acidos graxos e triacilglicerois

O OSI foi caracterizado segundo sua composicao de acido graxos (AG) e

triacilglicerois (TAG), de acordo com a metodologia descrita nos itens 4.2.1.1 e

4.21.2.

Tabela 5. Composicao de acidos graxos de OSI

Acido Graxo Area (%)
C12:0 — dodecanoico 0,02 + 0,01
C14:0 — miristico 0,06 + 0,00
C15:0 — pentadecandico 0,02 £ 0,00
C16:0 — palmitico 6,62 £ 0,01
C16:1 — palmitoléico 0,06 £ 0,00
C17:0 — margérico 0,12+£0,00
C17:1 — cis-10-heptadecendico 0,05 £ 0,00
C18:0 — estearico 3,81+ 0,01
C18:1 — oleico 14,65 + 0,00
C18:2 — trans t-linoléico 0,11 +0,13
C18:2 — linoleico 42,50 + 0,01
C18:3 — trans t-linolénico 0,42 + 0,00
C18:3 — linolénico 30,75 £ 0,02
C20:0 — araquidico 0,21 +0,00
C20:1 — eicosendico 0,24 + 0,00
C22:0 — behénico 0,19+ 0,00
C24:0 - lignocérico 0,08 £ 0,00
> Saturado 11,17
S MUFA 14,72
> PUFA 74,02
Total (%) 99,90

*Cx:y — onde x é o numero de carbonos e y é o numero de ligagdes duplas.

MUFA — monoinsaturado; PUFA — poliinsaturado
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Na Tabela 5 é possivel observar que o 6leo adquirido apresenta em sua
constituicdo baixo teor de AGs saturados (<12%) e alta proporg¢éo de insaturados
(>88%), sendo predominante a fracado composta pelos AGs poliinsaturados. O acido
linoleico é o AG dominante encontrado no OSI (42,5%), seguido pelo acido linolénico
(30,75%) e o oleico (14,65%). O perfil de AG encontrado neste trabalho difere dos
exibidos para 6leo de sacha inchi descrito por Hamaker et al (1992), Guillén et al
(2003), Follegatti-Romero et al (2009) e Fanali et al (2011), onde o AG em maior
quantidade identificado foi o &cido linolénico. Chirinos et al (2013) avaliaram as
sementes de Sl em relacdo a AGs, tocoferdis, fitoesterdis, compostos fendlicos e a
capacidade antioxidante de 16 cultivares diferentes. Esses autores concluiram que
entre os AGs analisados, o acido linolénico foi 0 de maior destaque, mas observou-
se que ha heterogeneidade entre as composicoes de AGs nas sementes de OSI. As
diferencas na composicdo de AGs podem ser atribuidas as diferentes subespécies,
distribuicdo geogréafica, clima e condigdes de crescimento, tempo de colheita,
praticas agricolas e método quantitativo da analise.

O perfil de AGs pode ser utilizado para a avaliar composi¢ao nutricional e
genuinidade de dleos e gorduras, no entanto para conhecer as propriedades fisicas
e funcionais € fundamental determinar a constituicdo de TAGs presente. A Tabela 6
expbe as cadeias de TAGs existentes no OSI; constatou-se que a composicéo
majoritaria de TAGs é composta por insaturacdo (<56%), ndao havendo TAGs
predominantemente saturados. Além disso, nota-se a abundancia do acido linolénico
dentre as cadeias de porcentagem de area mais representativas. O alto percentual
de &cido linolénico € de grande interesse, pois AGs insaturados proveniente de
6leos vegetais reduzem os niveis de lipoproteinas dos colesterdis total e de baixa
densidade, consequentemente, diminuindo os riscos de doenca cardiovascular
(FANALI et al., 2011).

A composicao de TAGs é relevante para conferir a autenticidade de 6leos
e gorduras. Fanali et al (2011) identificaram e quantificaram as cadeias de TAGs do
OSlI, e encontraram cinco AGs diferentes, e inerentes do mesmo, sendo o acido
graxo palmitico (P), acido graxo estearico (S), acido graxo oleico (O), acido linoleico
(L) e o acido graxo linolénico (Ln). Para Chasquibol et al (2016) OSI legitimos
apresentam diversas combinacdes principalmente a partir dos AGs Ln, L, O e P.
Além disso, OSI auténticos devem conter combinacées OLO, SLL, OLP, SOLn,
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00O, SLO, SLP inferiores a 10% e SSO abaixo de 1%. Para o OSI analisado
conferem os mesmos AGs exibidos por Fanali et al (2011), contatando valores a
10% para as combinacées OLO, OLP, SLP e nao exibiu porcentual significativo de
SSO. No entanto, exibiu uma combinacdo de TAGs (PLP) diferente da encontrada
nos trabalhos. Assim, pode-se concluir que de fato € um OSI devido a composi¢ao
de TAGs, mesmo apesar de possuir um perfil de AGs diferente dos dados

encontrados na literatura.

Tabela 6. Composicao em triacilgliceréis (TAGs) de OSI

Ne C TAGs Area (%) Ne C TAGs Area (%)
50 PLP 1,85 OOL 3,81
PLnL 1,56 OLL 7,52
PLS 1,64 OLLn 11,26
POL 4,52 C54 LLLn 20,48
C52 PLL 8,69 LLnLn 10,46
PLLn 15,04
PLALn 7.78 LnLnLn 3,39
Y SSS 0
Y SSU 3,48
S UUS 37,59
Y UUU 56,92
Total (%) 98

Onde: P representa o acido graxo palmitico, L o &cido linoleico, Ln &cido linolénico, O acido oleico e S
0 acido estedrico. SSS representa os triglicerideos compostos apenas por saturagéao, SSU por dupla
saturagado e uma instauragao, UUS dupla insaturagcao e uma saturacao e UUU apenas triglicerideos
insaturados.

5.1.2. Avaliacao da qualidade do OSI controle
A Tabela 7 apresenta as caracteristicas fisico-quimicas de acordo com a
metodologia descrita nos itens 4.2.1.3;4.2.1.4;4.2.1.5¢e 4.2.1.6.

Tabela 7. Caracterizacdo do OSI| segundo sua qualidade fisico-quimica

Parametros Média
Tempo de inducao (h) 3,01 +1,34
indice de peréxido (meq Oz2.kg™") 4,47 +0,07
Densidade (g.cm) 0,925 + 0,000

Todos os dados estdo exibidos em média + desvio padréao.
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Para os parametros de densidade e indice de peréxido foram obtidos,
respectivamente, 0,925 g.cm3 e 4,47 meq O2.kg™' de OSI. Ambos os aspectos estao
dentro do estabelecido pelo regulamento técnico especifico para OSI segundo a
NTP 151.400 (2009), sendo que o indice de perdxido exibido ndo ultrapassou o
limite maximo permitido de 10 meq Oz/kg de OSI. Enquanto, para o tempo de
inducdo foi de 3,01 horas, desta forma verifica-se que o OSI apresenta baixa
estabilidade oxidativa tendo alcancando apenas o tempo minimo (3 horas)
estabelecido pela metodologia (DE GOEDE et al., 2015).
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5.2. CARACTERIZACAO DA EMULSAO

5.2.1. Tensao dinamica interfacial

A Tabela 8 apresenta os resultados de tensao interfacial em funcao do
tempo entre o OSI e a dispersao de alginato de sédio a 2% (g/100g) com diferentes
concentracdes de surfactante (Tween 80 e 20), bem como o tempo de equilibrio
necessario para a estabilizagdo entre as interfaces de 6leo-agua. Os dados exibidos
foram obtidos segundo a metodologia descrita no item 4.2.2.8.

Tabela 8. Dados de tensao interfacial entre a fase oleosa OSI| e diferentes

concentragdes de surfactante na fase aquosa da dispersdo de alginato de sodio a
2%.

Concentragdo  Tween 80 Y0 Tween 20 Tween 80 Tween 20
de surfactante (mN.m) Y0 (mN.m) Y e(mN.m™) Y e(mN.m™)

0% (Controle) 13,47+ 0,372 13,47 £0,372 4,38 £0,002 4,38 + 0,002
0,5% (g/100g) 6,59 +0,02>A 5,00 + 0,04>B 3,97 +0,03>A 2,87 +0,07>B

1% (9/100g) 5,43 £0,01¢A 4,42 +0,02>B 3,08 £0,02%A 3,02 +0,03>A

Concentragao de Tween 80 Tween 20
surfactante Tempo de equilibrio (s) Tempo de equilibrio (s)
0% (Controle) 2710,5 £ 0,02 2710,5 £ 0,02
0,5% (g/1009) 604,32 £ 0,12 A 604,41 +0,08%>A
1% (g/1009) 654,63 £ 0,115 A 604,16 + 0,058

Todos os dados estéo exibidos em média + desvio padrdo. As letras indicam diferengas significativas
(p<0,05). As letras minusculas apresentam diferencas entre a mesma coluna, enquanto as
mailsculas na mesma linha. Onde: yo € a tenséo inicial e ye tensao no equilibrio; A amostra controle é
a dispersao de alginato de sédio sem adigcdo de emulsificante.

Ao observar a Tabela 8, verifica-se que as tensdes interfaciais de todos
os sistemas diminuiram com o tempo até atingir o equilibrio. Outro ponto perceptivel,
foi a consideravel reducao da tenséo interfacial inicial (yo) (p < 0,05) nos sistemas
com a adicao de emulsificante (Tween 80 e 20), chegando a ser reduzido pela

metade do valor da amostra controle. As duas concentracbes de Tween 20
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estudadas (0,5% e 1%) nao diferiram significativamente nos pontos iniciais (o) e de

equilibrio (Ye) de tenséao interfacial. Em contrapartida, o aumento da concentracao de
Tween 80 de 0,5% para 1% ocasionou uma reducdo significativa da tensao
interfacial nos pontos iniciais (Yo) € de equilibrio (Ye).

Considerando o ponto inicial da andlise, os sistemas adicionados de
Tween 20 apresentaram tensao interfacial significativamente menor do que aqueles
estabilizados com Tween 80, em ambas as concentracdes avaliadas. No ponto de
equilibrio, esta mesma tendéncia foi observada apenas na concentracao de 0,5% de
surfactante, sendo que na concentracdo de 1% os dois sistemas atingiram valores
semelhantes. J& em relagdo aos tempos de equilibrio dos sistemas avaliados,
percebe-se que a amostra controle foi a que apresentou maior tempo para atingir
equilibrio, diferindo significativamente das demais amostras.

Com o aumento da concentracdo do Tween 80 foi possivel observar a
reducdo da tenséo interfacial no equilibrio, porém foi exigido um maior tempo para
que se realizasse. Pode atribuir esse comportamento ao intervalo de tempo
necessario a difusdo e a reorganizacdo das moléculas do Tween 80 sobre a
interface da gota. Também foi possivel observar que o Tween 80 na concentracao
de 0,5% exibiu 0 menor tempo de equilibrio, porém apresentou os maiores valores
de tensao interfacial inicial e de equilibrio comparado com a concentracao de 1%.
Em vista disso, verifica-se que os sistemas com adicdo do Tween 80 nao
alcancaram sua concentracdo micelar critica (CMC) dentro da faixa de concentracao
avaliada. Logo, infere-se que os sistemas que possuem a incorporagdo do Tween 20
foram mais eficazes na reducéo da tenséao interfacial se comparado a aqueles que
apresentam adicdo do Tween 80.

Sinzato, Sousa Dias e Cunha (2017) afirmaram que a estrutura molecular
mais compacta de um surfactante contribui para um menor valor de tensao
interfacial, devido a sua maior concentracdo na superficie de saturacao. Visto que
ambos os surfactantes apresentam sorbitano polietoxilado em sua parte hidrofilica,
baixo peso molecular sendo de 1310 e 1228 g.mol' para o Tween 80 e 20,
respectivamente, esses emulsificantes diferem, principalmente, devido ao grupo
hidrofobico. No caso do Tween 20 o grupo hidrofébico e composto por uma cadeia
de hidrocarboneto linear, enquanto que o Tween 80 apresenta cadeia de
hidrocarboneto com insaturacdo (BAK; PODGORSKA, 2016). Assim, o Tween 20 por
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apresentar uma estrutura molecular mais condensada pode migrar mais
rapidamente para a superficie da gota quando comparado ao Tween 80, como pode
ser visualizado na estrutura apresentada na Figura 3.

Gomes et al. (2016) incorporaram acido galico em emulséo tipo O/A e
A/O. Para as emulsdes O/A utilizaram Tween 20 (0,1; 1; 2 e 4% (g/100g)) como
emulsificante e avaliaram a tensé&o interfacial. Esses autores observaram que a partir
de 2 g/100g de Tween 20 ocorreu a diminuicdo na taxa de queda da curva de tensao
interfacial, concluindo que essa tendéncia esta associada ao excesso de surfactante
acima do limite maximo da concentragdo micelar critica. Esse comportamento foi
similar ao que ocorreu neste trabalho, pois o0s sistemas estabilizados com Tween 20
nas concentragcoes de 0,5% e 1% apresentaram valores de tensao interfacial no
equilibrio semelhante entre si. Tal fato pode ser atribuido a saturacdo da interface
Oleo-agua com o surfactante, embora as concentracdes usadas fossem inferiores se
comparadas aquelas usadas por esses autores. Em vista disso, o alginato de sodio
pode ter contribuido para atingir concentragcdo micelar critica, pois apresenta
propriedade emulsionante como uma de suas caracteristicas, sendo possivelmente
desempenharem papel como co-surfactante (ARTIGA-ARTIGAS; ACEVEDO-FANI;
MARTIN-BELLOSO, 2017; WU et al., 2018).

5.2.2. Estabilidade

A estabilidade das emulsdes desenvolvidas com OSI foi avaliada segundo
o item 4.2.2.3. As emulsdes primeiramente foram avaliadas durante as 4 horas
iniciais e nao foi verificada nenhuma separacao de fases. De maneira geral, ap6s as
24 horas, as emulsdes se mostraram estaveis, apenas duas formulacdes se
apresentaram cineticamente instaveis com separacdo de fases, como pode ser
visualizado na Figura 9 (C e F). A emulsédo C (Figura 9) apresentou uma separacao
de fases (SF) de SF = 16,67%%1,63 e indice de cremeacgéao (IC) IC = 83, 33+1,63
apos 24 horas, entretanto nao foram mensuradas o SF e IC da emulsao F (Figura 9)

em decorréncia da auséncia de menisco no local de separacao.
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Figura 9. Avaliagdo da estabilidade das emulsGes em diferentes concentragbes de
OSI e surfactante em relagdo a soélidos totais apds 24 horas. Emulsdo controle com
45% (A), 60% (B) e 75% (C); Emulsdo Tween 80 a 0,5% com 45% (D), 60% (E) e
75% (F); Emulsdo Tween 80 a 1% com 45% (G), 60% (H) e 75% (l); Tween 20 a
0,5% com 45% (J), 60% (L) € 75% (M); Emulsdo Tween 20 a 1% com 45% (N), 60%
(O) e 75% (P);
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Os mecanismos de separagdo de fases desses dois sistemas s&o
semelhantes, onde ocorreu 0 aumento das gotas através da instabilidade do
sistema, como coalescéncia. Logo, as gotas de maiores tamanhos migram mais
facilmente a parte superior da proveta estimulando a cremeacdo. As emulsdes
produzidas com alginato de sédio apresentam gotas consideravelmente grandes, em
decorréncia da baixa atividade superficial que ela exerce na interface de gota,
consequentemente, formando sistemas altamente instaveis (GAONKAR, 1991).

A concentragdo de Tween 80 utilizada na emulsdo F nédo foi suficiente
para promover uma prolongada estabilidade, ao contrario que pode ser observada
na emulsdo M (Figura 9) com o Tween 20 sob as mesmas condi¢cdes. Esse
comportamento pode ser atribuido a quantidade insuficiente de moléculas de Tween
80 disponiveis para saturacao da interface de Oleo-agua. Visto que, entre dois
emulsificantes estudados, o Tween 80 foi que apresentou consideravel reducao da
tenséo interfacial com o aumento da sua concentracdo. Outro ponto que pode ser
considerado na estabilidade desse sistema foi a velocidade de adsorcdo de
emulsificante na interface de gota. O Tween 20 se mostrou mais eficiente em se
reorganizar na interface, como observado nos resultados da tenséo interfacial

(Tabela 8), que contribuiu para se obter sistemas mais cineticamente estaveis.

5.2.3. Distribuicao e diametro médio de gotas

As emulsbées foram submetidas a andlise de distribuicdo do diametro
médio de gotas conforme item 4.2.2.4. Na Tabela 9 estdo descritos os valores do
didmetro médio das gotas e polidispersidade (Span). A Figura 10 apresenta as
curvas de distribuicdo do diametro das gotas das emulsées. A homogeneizacao da
solucdo de alginato de sddio com OSI e surfactantes (Tween 80 e 20) resultou em
emulsées com diametro médio de gota variando de 1,7 a 3,6 um. O primeiro pico da
curva bimodal pode ser atribuido a representacao das gotas iniciais ou individuais da
emulsao, enquanto o segundo pico seria das gotas formadas ap6s a processo de

coalescéncia ou floculacao.
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Tabela 9. Dados de diametro superficial de gota D [32) e span das emulsdes

Concentracao Controle Tween 80 Tween 20
de OSI 0,5% (g/100g)  0,5% (g/1009)
45% 2,41 £0,082C 1,91 +0,07>B 1,88+0,10>B
D 321 (um) 60% 3,02 +0,03 2B 1,95+0,04¢8 205+0,12bA
75% 3,61+0,152A 205+0,01 A 1,95+0,04¢8
45% 1,65+0,052¢C 1,01 £0,3>A 0,95+0,06 B
Span 60% 1,93+0,0828B 1+0,02¢A 1,16+0,17>A
75% 2,20 £ 0,08 > A 1+0,0562A 1,04 £0,115A8
Concentracao Controle Tween 80 1% Tween 20 1%
de OSI (g/1009) (g/1009)
45% 2,41 £0,082C 1,98 +0,01 28 1,74 +0,01¢°C
D 321 (um) 60% 3,02 £+0,03 2B 1,97 £0,05>B 1,78+0,03¢%8B
75% 3,61+0,152A 206+0,06>A 1,8+0,02¢A
45% 1,65+0,062¢ 0,96+0,03>8 0,85+0,04¢A
Span 60% 1,93+0,0828B 1,02+0,04>A 0,83+0,03%4
75% 2,20 +£0,082A  0,92+0,06>8 0,81+0,05%4

Todos os dados estédo exibidos em média + desvio padrdo. As letras indicam diferencas significativas
(p<0,05). A letras minusculas apresentam diferencas entre as médias da mesma linha, enquanto as
mailsculas entre as médias da mesma coluna.

As trés amostras controles foram as que apresentaram as maiores
diferencas significativas (p < 0,05) nas distribuicbes de diametro e polidispersidade
tanto para as concentragcdées 0,5 e 1,0% de Tween 20 quanto as de Tween 80.
Observa-se que a emulsao controle com 75% de OSI foi a que exibiu maior diametro
de gota e polidispersidade, em decorréncia da quantidade de éleo incorporado e

baixa atividade superficial que o alginato de sodio exerceu na interface O/A.
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Figura 10. Distribuicdo de diametro de gota das emulsdes obtidas com diferentes

concentragcdes de surfactante e OSI sendo que === 45%, — 60% e - 75% de fase
oleosa em relacao a sélidos totais.
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As emulsées com 0,5% de ambos os surfactantes (Tween 80 e 20) para
45% de OSI nao diferiram significativamente. Para as emulsdes com 60 e 75% de
OSl a 0,5% de Tween 80 foram encontradas diferencas significativas das emulsdes
com Tween 20 sob mesmas condi¢gdes. Enquanto, para as emulsdes com os Tween
80 e 20 a 1,0% nas trés concentragdes de OSI (45, 60 e 75%) apresentaram
diferengas significativas. Sendo que, apenas as formulagdes contendo o Tween 20 a
1,0% exibiram os menores valores de diametro de gota quando comparadas com as
demais. O Tween 80 a 0,5 foi mais eficiente na reducao dos diametros de gotas que
o Tween 20 a 0,5% (g/100g) na concentragdo de 60% de OSI, reduzindo de 2,05
para 1,95 um. A medida que, nas demais concentracdes de OSI (60 e 75%) ndo
foram observadas diferencas estatisticas.

Sinzato, Sousa Dias e Cunha (2017) avaliaram a dependéncia da tensao
interfacial em diferentes fracées volumétricas de surfactantes ndo i6nicos. Esses
autores constataram que o Tween 80 foi mais eficiente quando comparado ao outro
surfactante abordado, pois foi capaz de reduzir a tensédo interfacial com
concentragdes menores de emulsificante devido a sua geometria molecular ser mais
volumosa. Diante disso, o Tween 80 se sobressaiu sobre o Tween 20, porém,
mesmo sendo mais eficiente na redugdo do didmetro médio, o mesmo né&o
conseguiu estabilizar a emulsdo com maior quantidade de OSI durante 24 horas.

A partir dos resultados apresentados na Tabela 9, observa-se que as
emulsbées com adicdo de Tween 20 mostraram uma consideravel reducdo no
didmetro de gota, além de exibir menores valores de polidispersidade quando
comparados ao Tween 80, e, consequentemente, favoreceu aumento da
estabilidade das emulsées. Os dados encontrados nesse trabalho foram
semelhantes aos discutidos por Su e Zhong (2016), que produziram nanoemulsdes a
partir de caseinato de sédio, 6leo de limoneno e Tween 20. Esses autores relataram
que o desempenho do Tween 20 combinado com o caseinato de sodio resultou em
significativa redugcao do diametro superficial de gota, por conseguinte, melhorando
0s aspectos de translucidez do sistema na analise de turbidez das nanoemulsodes.
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5.2.4. Densidade de carga superficial

A Figura 11 e a Tabela 10 apresentam o perfil do potencial zeta da
solugdo de alginato em fungdo de diferentes valores de pH e os resultados de
potencial zeta e pH das emulsdes analisadas, respectivamente. A determinagao do
potencial zeta permite conhecer a distribuicado eletrostatica do polissacarideo sobre a
superficie interfacial que envolve as goticulas, sendo esse um dado relevante na
compreensao de estudo a respeito da estabilidade de um sistema coloidal (WU et
al., 2018).

4.5 5 5.5 6 6.5 7 7.5
pH

Figura 11. Influéncia do pH sobre o potencial zeta da solu¢do de alginato de sédio a
0,2%.

A partir do perfil do potencial zeta, verificou-se que a dispersao de
alginato de sddio possui carater anidbnico em todos os valores de pH analisados, e
com o aumento pH a eletronegatividade desse material aumentou também. Esse
comportamento também pode ser observado no trabalho de Pongsawatmanit,
Harnsilawat e Mcclements (2006) que investigaram a influéncia do alginato, pH e o
ultrassom em emulsbes O/A estabilizadas com (B-lactoglobulina.

A dispersao de alginato de sbédio a 2% utilizada para a producao das
emulsdes apresentou valor de pH de 5,7 £ 0,07, e potencial zeta de -81,73 mV. Com
a producdo das emulsdes foi possivel observar o aumento do pH quando
contraposto com a dispersao de alginato. Também foi notado que o aumento das
concentragdes de OSI nas emulsdes afetaram significativamente os seus valores de

pH, sendo as emulsdes controles as mais influenciadas. As emulsdes controles nas
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trés variacbes de OSI apresentaram potencial zeta mais eletronegativo quando
comparadas com as emulsées com adicdo de emulsificante. As emulsées com
adicao de emulsificante ndo apresentaram um comportamento linear para os valores
de pH, que podem estar relacionados com a reducdo de sua eletronegatividade. Os
resultados exibidos nesse estudo sao similares ao encontrado por Acevedo-Fani et
al. (2015), que relataram a alta carga eletronegativa observada em suas
nanoemulsdes estabilizadas com surfactante nao iénico pode ser atribuida a
adsorcao das moléculas de alginato dispersas na fase continua na interface das

goticulas.

Tabela 10. Dados de potencial zeta e pH das emulsées desenvolvidas

3 Tween 2

Cono|Cee rc])trsalgao Controle o,g;ze(Z% ggg) 0,5%6(3/1 Ogg)
| 45% 8477 £ 2.845%  64.00 + 2.64%A 6503 + 1,16%A
Poéee?g'a' 60% 80,91 +4,18°A -66,95+3612A -66,3 + 143248
75% 80,16 +4,120A 6558 +1,09%A -67,58 +1,4128

45% 7.60£0212A 750 £0,24%A 6,13 + 0,150

oH 60% 677 £0,1458  7.46 £047%A 635 +0,075A8
75% 6.43£0,042C 6170098 6,24 +0, 1508

3 Tween 1% Tween 20 1%

oL Controle 1 o%%) " 1 oo%) "
| 45% 8477 £ 2.84°% 62,93 £ 2.00°* -66.13 £ 2,168
Poii?g'a' 60% 80,91 +4,18%A 72,90 +2.865C -61,52 + 2,052
75% 8016 +4.12°A 6873 +1,3758 -65,03 + 2,4928

45% 760£0212A  6,85+033" 6,06 +0,05°8

oH 60% 6,77 £0,1428 27 +0,080A8 6,47 + 0,170
75% 6.43£0,04°C 657401428 .43 + 0,030

As letras indicam diferencas significativas (p<0,05). A letras minlsculas apresentam diferengas entre
as médias da mesma linha, enquanto as mailsculas entre as médias da mesma coluna.

As emulsbées que apresentam adicdo de surfactante diminuiram seu
potencial eletronegativo, sendo esse fato atribuido a adsor¢cdo das moléculas de
surfactante na interface das gotas na emulsédo levando a reducao da carga liquida
de superficie. Essa carga negativa que circunda as goticulas de dleos evita a
formacao de mecanismos de instabilidades, como a floculacdo e a agregacao, em
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virtude das forgas repulsivas se formam envolta das goticulas (SALVIA-TRUJILLO et
al., 2013). De maneira semelhantemente ocorreu com Fioramonti et al. (2015)
quando estabilizaram emulsdes com WPI. Constatando-se que as emulsées com pH
de 5 e 7 apresentaram significativa diminuicdo da eletronegatividade devido a

adsorgéo do emulsificante proteico na interface de gota.

5.2.5. Microscopia Optica

A microscopia Otica das emulsées produzidas com diferentes
concentragdes de OSI (45%, 60% e 75% @g/100g) em relacdo a sdlidos totais e os
surfactantes o Tween 20 e 80 nas concentragcdes analisadas (0,5% e 1% g/100gq)
sdo apresentados na Figura 12. As imagens ilustram as emulsdes cujas
distribuicbes e didametros meédios das gotas estdo exibidos na Figura 9, onde pode
ser observado o efetivo desempenho de ambos os surfactantes comparados as
amostras controle na reducdo do tamanho das goticulas. Outro ponto observado foi
0 aspecto visual de cada surfactante em relacdo a aglomeracdo das gotas. As
imagens exibidas pela Figura 12 (D, E, F, J, L e M) das emulsdées com Tween 80
apresentam grupos de gotas mais floculadas para as duas concentracdes (0,5 e
1,0%). Ja as emulsbées com Tween 20 sao possiveis verificar a presenca de
aglomerados menores e mais dispersos na fase continua, Figura 12 (G, H, I, N, O e
P). Os diferentes aglomerados apresentados entre os dois surfactantes podem ser

atribuidos as interagbes intermoleculares que atuam sobre as gotas.
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Controle 0,5% Tween 80 0,5% Tween 20 1% Tween 80 1% Tween 20

60% de OSI 45% de OSI

75% de OSI

Figura 12. Micrografias éticas das emulsdes com escala de 5 um. Onde: Emulsdo controle com 45% (A), 60% (B) e 75% (C);
Emulsédo Tween 80 a 0,5% com 45% (D), 60% (E) e 75% (F); Emulsdo Tween 20 a 0,5% com 45% (G), 60% (H) e 75% (l); Tween
80 a 1% com 45% (J), 60% (L) e 75% (M); Emulsao Tween 20 a 1% com 45% (N), 60% (O) e 75% (P);
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Essas interagdes intermoleculares sdo resultantes de forgcas atrativas
(forcas de Van der Waals) e repulsivas (forca eletrostaticas) que influenciam, ou
impedem, na formacdo de aglomerados e a coalescéncia das gotas de Oleo
(BOTTCHER; KEPPLER; DRUSCH, 2017). Logo, pressupde-se que o Tween 80
apresenta forgas repulsivas de menos intensidade quando contraposto ao Tween 20,
apesar de os resultados de potencial zeta obtidos para os sistemas que possuem
adicdo de surfactante terem sido superiores a 61 mV (Tabela 10). Os valores
superiores a 60 mV sao considerados ideiais por apresentarem alta estabilidade
eletrostatica através de repulsdo (SCHWARZ et al, 1994). Entdo, a baixa
intensidade das forgas repulsivas observada para o Tween 80 pode ser referida a
blindagem de cargas do sistema, como relatado por Boéticher, Keppler e Drusch
(2017). Os autores afirmaram que a adicdo de surfactante a solucéao
eletrostaticamente carregada, como o alginato de sddio, pode aumentar a forca
ibnica através da blindagem das cargas levando ao enfraquecimento das forgas
repulsivas que, por conseguinte, acarreta a formacao de aglomerados.

O alginato de sodio possui propriedades de emulsificante, embora,
geralmente, atue como um espessante em emulsdes em virtude de sua baixa
atividade superficial e alta viscosidade. Logo, foram verificadas que as emulsées
com 45% e 60% de OSI| sem surfactante mostraram gotas de diametro parcialmente
uniformes, Figura 12 (A e B). J4 a Figura 12 C da emulsdo com 75% de OSI
apresentou gotas de comportamento heterogéneo, onde, de maneira geral, as gotas
de menores didmetros estdo na interface das gotas maiores. Esse comportamento
pode ser atribuido a mecanismos iniciais de instabilidade, como a coalescéncia
(HUANG; KAKUDA; CUI, 2001). Frequentemente esse processo leva,
consequentemente, a separacao de fase das emulsées como pode ser visualizado

na Figura 9.

5.2.6. Comportamento reolégico

As emulsdes foram submetidas a analise de curvas de escoamento
conforme a metodologia do item 4.2.2.7. A fim de eliminar possiveis efeitos
tixotropicos utilizou-se a segunda subida da curva de escoamento, onde,
posteriormente, foi ajustada aos modelos matematicos empiricos. Através da Tabela



63

11 pode ser observado os dados experimentais de indice de consisténcia (k), indice
de comportamento (n) e viscosidade aparente (1) para o modelo que apresentou
melhor coeficiente de determinacgao (Rz).

As curvas de escoamento da dispersao de alginato de sodio a 2%
(9/100g) e das emulsdes avaliadas foram melhores ajustadas ao modelo da Lei da
Poténcia exibindo coeficiente de determinacdo (R?) de aproximadamente de 99%,
como pode ser visualizado na Tabela 11. Dessa forma, as amostras foram
classificadas como fluidos pseudoplasticos. Sistemas pseudoplaticos apresentam a
diminuigdo da viscosidade aparente com o aumento da taxa de cisalhamento. As
emulsées apresentaram indice de comportamento oscilando de 0,71 a 0,74, a
dispersao de alginato a 2% (g/100g) exibiu um indice de 0,5. Nota-se que com a
incorporacdo do OSI na dispersdo de alginato houve aumento do indice de
comportamento, no entanto ndo suficiente para alterar o tipo de comportamento do
fluido.

A dispersao de alginato a 2% (g/100g) apresentou indice de consisténcia
de 10,61 £ 0,1 Pa.s", e as emulsbes mostraram variacao entre 1,98 a 2,53 Pa.s". A
consideravel redugdo do indice de consisténcia pode estar associada a taxa de
cisalhamento empregada para a formacdo das emulsées como também a
incorporacao do OSI. As emulsdes preparadas mostraram significativa diminui¢cdo no
indice de consisténcia, e na viscosidade aparente quando comparadas com as
formulacdes controle e com adicdo de surfactante. Esse decréscimo pode ser
atribuido a menor fracdo de gota em suspenséo, por conseguinte, causando menor
interacdo entre elas que normalmente se rompem facilmente sob altas taxas de
cisalhamento (GOMES et al., 2016).

Vale ressaltar que o ponto de interesse desse estudo é conhecer o
comportamento das emulsdes desenvolvidas na taxa de cisalhamento durante o
processo de atomizacdo. Segundo Steffe (1996) o processo de atomizacéo envolve
altas taxas de cisalhamento variando de 10% s a 10° s'. Para emulsbes que
envolvem altas concentracdées de surfactante, como as desse trabalho, Nash e Erk
(2017) afirmaram que os agrupamentos de emulsificante sob altas taxas de
cisalhamento se reorganizam para acomodar as variagbes de tamanho nas
interfaces das gotas, consequentemente, ocorrendo mudangas nas conformacoes
das gotas. Posto isso, compreender os dados reolégicos em conjunto com o0s
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demais pontos investigados sobre os sistemas desenvolvidos ajuda a elucidar a

proxima parte do trabalho.

Tabela 11. Parametros de ajuste do modelo da Lei da Poténcia aos dados

experimentais das emulsdes

ncentraca Tween 5% Tween 20 0,5%
© OBl Controle 6(3/1?)?)90)’ (9/100g)
45% 0,74 + 0A 0,73 + 00,0148 0,728+ 0,018
n 60% 0,74 + 0,017 0,730,018 0,72 + 0B
75% 0,73 + 0,027 0,71 £ 0,018 0,71 + 08
45% 2,11+ 0,097 2,06 +0,11A 1,98 +0,13A
(Pak_sn) 60% 2,06+0,11A 2,13+0,13A 2,18 + 0,097
75% 2,53+ 0,37 2,43+ 0,167 2,46 + 0,047
} 45% 0,44 + 0,017 0,41 + 0,018 0,40 + 0,028
‘(’g’g Z) 60% 0,43 + 0,024 0,41 +0,01A 0,41 +0,01A
75% 0,49 + 0,017 0,43 + 0,018 0,43 + 0,018
3 1% Tween 20 1%
Cono|Cee rc])trsalgao Controle TW(Z?? o%%) ’ (251 oo%) "
45% 0,74 + 0A 0,73 + 08B 0,73 + 0B
n 60% 0,74 + 0,017 0,72 + 0,018 0,72 + 0B
75% 0,73 + 0,027 0,71 £ 0,01A 0,72 + 0,017
45% 2,11+ 0,097 2 +0,078 2 + 0,058
(Pak.s”) 60% 2,06+0,118 2,34 +0,24A 2,19 +0,11A8
75% 2,53 + 0,37 2,44 + 0,27 2,30 + 0,15
} 45% 0,44+0,01A 0,40 + 0B 0,40 + 0,018
‘("’F',Og z) 60% 0,43+0,02A 0,43 +0,01A 0,41 +0,01A
75% 0,49 +0,01A 0,43 + 0,018 0,42 + 0,028
Alginato 2% 0,992 T20 0,5% 60% 0,991
Controle 45% 0,991 T20 0,5% 75% 0,993
Controle 60% 0,990 T80 1% 45% 0,991
R» Controle 75% 0,986 T80 1% 60% 0,991
T80 0,5% 45% 0,991 T80 1% 75% 0,993
T80 0,5% 60% 0,991 T20 1% 45% 0,991
T80 0,5% 75% 0,992 T20 1% 60% 0,992
T20 0,5% 45% 0,991 T20 1% 75% 0,995
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Todos os dados estéo exibidos em média + desvio padrdo. As letras indicam diferencas significativas
(p<0,05) para as médias da mesma linha. Onde: s corresponde a viscosidade aparente a uma taxa
de cisalhamento a 300 s*! (Pa.s); k corresponde ao indice de consisténcia (Pa.s"); n corresponde ao

indice de comportamento; Rz coeficiente de determinacdo ao modelo de lei da poténcia; T80 ao
Tween 80 e T20 ao Tween 20.
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5.2. CARACTERIZACAO DAS PARTICULAS

A partir da caracterizacdo das emulsées em relacdo ao tamanho e
distribuicdo de gotas, estabilidade cinética e imagens de microscopia 6ética, foram
selecionadas trés formulagdes com diferentes concentracdes de 6leo (45, 60 e 75%
de OSI em relagao a soélidos totais) e estabilizadas com Tween 20 a 1% (g/100g)
para a producdo das particulas pelo processo de gelificacao ibnica. A composicao
dessas emulsdes pode ser visualizada na Tabela 4 no item 4.2.3.1.

5.2.1. Teor de umidade e atividade de agua das particulas

A Tabela 12 expde os resultados de conteudo de umidade e atividade de
agua das microparticulas recobertas ou nao com quitosana. Em relacdo a atividade
de agua, todas as formulag¢des estudadas apresentaram elevados indices variando
de 0,998 a 0,995. Embora apenas a formulacdo 75% de OSI recoberta apresentou
diferenga significativa (p<0,05) entre as demais. Os valores encontrados nesse
trabalho para atividade de agua séo similares ao reportado por Heck et al. (2017),

que microencapsularam o éleo de canola por gelificacéo ibnica.

Tabela 12. Teor de umidade e atividade de agua das microparticulas recobertas ou
nao com quitosana

Amostra Sem recobrimento Com recobrimento
45% de OS| 0,996 + 0,001 A 0,996 + 0,001 &A
At"’fgafae de 60% de OS| 0,998 + 0,001 A 0,997 0,001 &A
75% de OS| 0,997 £0,001 A 0,995 + 0,001 b8
45% de OS| 93.65 + 0,24 3 A 90,66 + 0,27 b A
Umidade (%) 60% de OS| 8946 + 1,83 @8 86.99 + 0,47 b B
(base umida)
75% de OS| 8538 + 125 aC 8150 + 121 b:C

Todos os dados estédo exibidos em média + desvio padrdo. As letras indicam diferengas significativas
(p<0,05). A letras minusculas apresentam diferengas entre as médias da mesma linha, enquanto as

mailsculas apresentam diferenga entre as médias da mesma coluna.
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As microparticulas de alginato com e sem recobrimento apresentaram alto
teor de umidade. A formulacdo com 45% de OSI sem recobrimento apresentou o
maior teor de umidade (93,65%), e a formulacdo com 75% de OSI recoberta tem o
menor conteudo (81,50%). Este comportamento esta diretamente relacionado ao
aumento de OSI e a adicdo do revestimento de quitosana. Esses resultados foram
similares ao observado em outros trabalhos para particulas produzidas por
gelificacdo ibnica, utilizando materiais como alginato e pectina. Logo, se subentende
que particulas produzidas por gelificacao iénica possuem redes tridimensionais com
alta capacidade de retencdo de agua (AGUILAR et al., 2015; BELSCAK-
CVITANOVIC et al., 2016; TELLO et al., 2015).

5.2.2. Diametro médio e distribuicao de particula

Na Figura 13 s&o apresentadas as distribuicbes de tamanhos das

particulas desenvolvidas com e sem recobrimento de quitosana.

20 20
Sem recobrimento Com recobrimento
15 15
S
() 10 10
S
= ?
o :
> 5 5
0 \ 0
100 1000 100 1000
Tamanho (um) Tamanho (um)
Figura 13. Distribuicdo de tamanho de particula Umida obtidas com diferentes
concentracdes de OSI, sendo que - 45%, - - - 60% e — 75% em relacao a solidos
totais.

As microparticulas exibiram distribuicdo monomodal, com diametros
variando entre 454 a 355 um aproximadamente. Analisando as distribuicées dos
tamanhos, observa-se que o pico das particulas com 75% de OSI sem recobrimento
se deslocou ligeiramente a esquerda. Tal resultado indica uma tendéncia de

presenca de microparticulas com didmetro menor em comparagdo as demais
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analisadas. O mesmo ocorreu com o pico das particulas com 60% de OSI
recobertas.

Tabela 13. Dados de diametro médio de particula D 43

D 1431 (um)
Amostra
Sem recobrimento Com recobrimento
45% de OSI 4476 £ 33,4 A 355,7 +21,3¢8B
60% de OSI 4546 +7,3 @A 419,5+9,1 B
75% de OSI 406,7 + 11,1 &A 375,7 +6,2 b:B

Todos os dados estéo exibidos em média + desvio padrdo. As letras indicam diferencas significativas
(p<0,05). A letras minlUsculas apresentam diferengas entre as médias da mesma coluna, enquanto as
mailsculas apresentam diferenca entre as médias da mesma linha.

O diametro médio das particulas, representado pelo diametro médio de
Brouckere (D 43)) pode ser visto na Tabela 13. Constata-se que as formulacées
recobertas com quitosana diferem significativamente das particulas sem
recobrimento. Outro ponto observado € que as microparticulas com 75% de OSI
apresentaram menor diametro entre as particulas sem recobrimento com 406,7 um,
sustentando a tendéncia de distribuigdo de tamanho observada na Figura 9. Ao
mesmo tempo que, entre as microparticulas com recobrimento a formulagdo com
45% de OSI apresentou o menor didmetro e a formulacdo com 60% de OSI
apresentou o maior. Chan et al. (2012) discutiram em seu estudo as variaveis de
processo que influenciam a distribuicdo de tamanho e morfologia das particulas de
alginato durante o método de atomizacdo em solucao de cloreto de célcio, e
observaram que a tensao superficial e viscosidade, bem como o didmetro do bico
séo relevantes na formacao das particulas.

Tello et al. (2015) desenvolveram particulas de alginato e pectina
revestidas com proteina globulares encapsulando 6leo modelo, e obtiveram
comportamento similar ao exibido neste estudo, observando que as particulas de
pectina sem cobertura proteica tinham didmetro 53,80% maior em relagao as outras
estudadas. Associaram isso a quantidade de ligagdo com as moléculas de agua
ocorridas ao longo do processo de reticulagdo. A reducao do didmetro médio das
particulas recobertas com quitosana esta relacionada a formagédo de complexo a
partir de interacao eletrostatica entre os grupos amino da quitosana com 0s grupos
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carboxilicos do alginato. Logo, deduz-se que a redugédo do didmetro esta ligada a
forcas intramoleculares exercidas pela pelicula formada sobre a superficie das
particulas (LAWRIE et al., 2007; LI et al., 2002).

5.2.3. Microestrutura e morfologia das particulas

Nas Figura 14 e Figura 15 podem ser visualizadas as microestruturas das
particulas uUmidas e liofiizadas sem e com cobertura polimérica. Para as
microparticulas Umidas foram realizadas andlises de microscopia 6ética (MO),
enquanto para as liofilizadas utilizou da microscopia eletrénica de varredura (MEV).
Para o MEV foram utilizadas trés ampliagdes para cada formulagcédo, sendo elas de
100, 500 e 2000x.

Através das imagens é possivel observar as diferengas morfolégicas entre
as particulas produzidas. As microparticulas umidas exibiram formato esférico, ndo
sendo possivel observar diferencas superficiais entre os tratamentos. Apds a
secagem por liofilizacado, as particulas, de maneira geral, permaneceram esféricas
independentes do processo de revestimento, porém com pequenas irregularidades
superficiais. Em vista disso, pode-se inferir que as estruturas tridimensionais
formadas foram preservadas depois do processo de secagem por liofilizagéo.

Fujiwara et al. (2013) produziram microparticulas de
alginato/amido/quitosana contendo estigmasterol, e constataram que a morfologia
das particulas foi esférica com a ligeira tendéncia a serem ovais. J& Jaya, Durance e
Wang (2009) observaram diferencas morfolégicas entre as particulas produzidas
com alginato e pectina, concluindo que os tratamentos que apresentaram maior
fracao de alginato exibiram particulas com mais esfericidade quando comparadas as
particulas com maior fragdo de pectina. Dado isso, pode ser inferir que as
microparticulas de hidrogéis desenvolvidas com alginato ostentam estruturas
tridimensionais melhores estruturadas e reticuladas, que permaneceram apés a
perda de agua.
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Figura 14. As microestruturas das microparticulas secas por liofilizacdo com escala
de 200 um com aumento de 100x. (A) 45% de OSI sem revestimento, (B) 60% de
OSI sem revestimento e (C) 75% de OSI| sem revestimento; (D) 45% de OSI
revestidas, (E) 60% de OSlI revestidas e (F) 75% de OSI revestidas.
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Figura 15. As microestruturas das particulas umidas estdo na escala de 100 um com
aumento de x10 (lado esquerdo da figura), e as particulas secas por liofilizacdo com
escala de 20 um com aumento x500 (centro da figura) e a superficie das particulas
liofilizadas com escala de 10 um com x2000 (lado direito da figura). Onde: (A), (B) e
(C) 45% de OSI sem revestimento; (D), (E) e (F) 60% de OSI sem revestimento; (G),
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(H) e () 75% de OSI sem revestimento; (J), (L) e (M) 45% de OSI revestidas; (N),
(O) e (P) 60% de OSl revestidas; (Q), (R) e (S) 75% de OSI revestidas.

Pelas mesmas imagens pode-se observar que os tratamentos sem
recobrimento apresentaram superficies asperas, como pode ser visualizado na
Figura 15 (B, C, E, F, H e I) ao mesmo tempo em que as microparticulas liofilizadas
recobertas apresentam superficie suavizada (Figura 15 L, M, O, P, R e S).
Comportamento similar foi relatado por Sarma, Pakshirajan e Mahanty (2011) que
desenvolveram particulas de alginato com e sem revestimento de quitosana
encapsulando o6leo de silicone contendo pireno, e observaram que apds o
revestimento com quitosana a superficie de suas pérolas de alginato se tornou mais

lisa. E atribuiram isso a ocorréncia de interagao iénica entre a quitosana e o alginato.

Figura 16. Microestrutura representativas das particulas Umidas coradas com
corantes fluorescentes na escala de 100 um, onde: A apresenta as particulas sem
recobrimento, B e C apresenta mesma particula com e sem revestimento de
quitosana, respectivamente.

A estrutura interna das microparticulas umidas pode ser analisada através
de microscopia confocal de varredura a laser (MCVL). A Figura 16 exibe as
microparticulas coradas com o vermelho do Nilo e FITC, como descrito pelo item
4.2.3.6.3. Observa-se que o dleo esta distribuido homogeneamente pela matriz
polimérica, indicando retencdo de 6leo por toda estrutura da particula. Além disso,
essa andlise permitiu comprovar a presengca de revestimento sobre as
microparticulas.

Na literatura € possivel encontrar trabalhos que relatam distribuicdo de
6leo similar ao reportado no presente estudo, como Morales et al. (2017). Esses
autores desenvolveram emulsées O/A com complexo de proteina/polissacarideo
mais alginato/shellac para posteriormente produzir particulas por gelificacdo iénica
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externa. Esse fato foi observado por Zhang, Zhang e Mcclements (2016) que
desenvolveram pérolas de hidrogel a base de alginato/WPI encapsulando 6leo
carregado com [(-caroteno por gelificacdo idnica externa. Li et al. (2012) também
verificaram a mesma distribuicdo de 6leo em suas pérolas de hidrogel, onde foram
produzidos e avaliados diversos sistemas estruturados para entrega baseados em
alginato/p-lactoglobulina contendo 6leo de milho. Em vista disso, percebe-se que a
insercao de emulsificantes no processo de producao de particula contribui para obter

matrizes poliméricas com distribuicdo de éleo mais homogéneas.

5.2.4. Eficiéncia de encapsulacao

Através da Tabela 14, observa-se o0s resultados da eficiéncia de
encapsulacao por meio da lavagem superficial, como descrito no item 4.2.3.3. Neste
estudo a quantidade inicial de OSI adicionado foi de 45%, 60% e 75% em relagédo a
sélidos totais, como podem ser visualizados na Tabela 4.

Tabela 14. Dados da eficiéncia de encapsulacdo por lavagem superficial das
microparticulas umidas

Eficiéncia de Encapsulacao (%)

Amostra
Sem recobrimento Com recobrimento
45% de OSI 99,95 + 0,02 &A 99,97 + 0,02 &A
60% de OSI 99,97 + 0,01 @A 99,98 + 0,01 &A
75% de OSI 99,97 £ 0,03 & A 99,99 + 0,01 &A

Todos os dados estédo exibidos em média + desvio padrdo. As letras indicam diferencas significativas
(p<0,05). A letras minusculas apresentam diferencas entre as médias da mesma coluna, enquanto as
mailsculas apresentam diferenga entre as médias da mesma linha.

Todas as formulacbes estudadas nao apresentaram diferencas
significativas entrei si, mostrando valores superiores a 99% de eficiéncia de
encapsulacao. A alta eficiéncia de encapsulacédo pode ser atribuida a dois fatores: o
primeiro, que pode estar relacionado a adigdo de surfactante na emulsdo somado as
condicbes de emulsificacdo, que levaram possivelmente, a uma redugdo das
dimensdes das gotas, conduzindo ao aumento da retengcdo do OSI| na matriz
polimérica da particula. O segundo pode estar relacionado ao processo de extrusdo
das gotas e reticulagdo com ions de calcio. A Figura 16 A contribui na sustentagéo
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dessa suposigdo, pois permite visualizar através da anadlise de confocal a
distribuicdo homogénea do 6leo por toda matriz das microparticulas.

Chan (2011) produziu particulas de alginato através de gelificacao idnica
externa utilizando alto teor de 6leo como agente ativo, variando entre 10 a 60% (v/v).
Esse autor observou que as particulas Umidas apresentaram alta eficiéncia de
encapsulacao, superior a 90%, o que pode ser atribuido ao grau de reticulagéo que
ocorreu sobre a superficie das particulas, bem como a composicdo do alginato
utilizado. No presente trabalho foi observado valores de eficiéncia superiores a 99%,
que pode estar associado a uma efetiva reticulagdo na estrutura do alginato com
ions de calcio durante o processo de gelificacéo ibnica.

5.2.5. Estabilidade oxidativa

As microparticulas de alginato de sodio contendo o OSI sem e com
recobrimento de quitosana na concentracao de 1% (m/v) foram submetidas a anélise
de estabilidade oxidativa juntamente com o OSI livre, sendo avaliados pelo indice de
peréxido no tempo 0 e apdés 4 semanas a 45°C. Os resultados de estabilidade

oxidativa realizados estdo apresentados na Figura 17.
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Figura 17. Variagao no indice de peroxido das amostras durante ao armazenamento
a45°C

* Letras diferentes em cada bloco (separadamente) indicam diferenca significativa
entre as amostras (p<0,05). Onde SC significa sem cobertura e o0 CC com cobertura.

Inicialmente, o éleo puro apresentou baixo nivel de oxidagdo com 4,4 meq
02%kg™', bem como os 6leos encapsulados variando de 5,75 a 6,01 meq O2%kg™.
Essa diferenca entre os niveis de oxidacao no tempo zero provavelmente pode estar
relacionada ao processo de produgao das particulas. Apos 4 semanas a 45°C, o OSI
livre diferiu significativamente em relagdo aos OSI encapsulados com 125,26 meq
02.kg' de indice de peroxido. Os OSI encapsulados apresentaram variagdes entre
28,32 a 57,46 meq O%kg' para 45% de OSI| sem revestimento e 60% de OSI
revestido, respectivamente.

Tello et al. (2015) relataram que as suas microparticulas de alginato sem
recobrimento produzido por gelificacdo i6nica apresentaram elevados niveis de
peroxido, superiores ao encontrado no éleo livre, e atribuiram esse resultado aos
poros que podem ter permitido o facil acesso do oxigénio ao 6leo encapsulado. As
microparticulas de alginato sem recobrimento estudadas no presente trabalho nao
apresentam esse comportamento. Possivelmente, isso deve estar relacionado com a
distribuicao do OSI pela extensado da matriz da particula, como foi possivel visualizar
através das imagens de confocal (Figura 16).

Vasile et al. (2016) reconheceram que o processo de encapsulacédo pode
aumentar a superficie de contanto possibilitando maior exposicdo ao oxigénio.
Porém, em seu trabalho foi possivel observar que a formacdo de perdxido foi
superior no 6leo livre comparado ao encapsulado. Resultados similares foram
encontrados nesse estudo, onde foi possivel observar que os valores de perdxido no
OSI encapsulado sem e com revestimento com quitosana foram inferiores ao 6leo
livre. A partir dos resultados obtidos, o método de encapsulagdo por gelificagao
ibnica mostrou potencial de aplicacdo na protecdo do OSI, onde o recobrimento
com quitosana pode ser um diferencial para a liberagdo controlada quando
associado ao alginato de sédio, como discutido no trabalho de HAN et al., (2008).
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6. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, este trabalho apresenta as seguintes
conclusoes:

A produgédo de emulsdes (O/A) estabilizadas com alginato de sédio e
surfactante nao ibnico permitiu a producao de microparticulas contendo 6leo de
sacha inchi , através de gelificagao iénica.

A caracterizagdo das fases continua e dispersa permitiu visualizar as
alteracées nas propriedades interfaciais de gota apds a adigdo de surfactante. A
redugao da atividade superficial entre a interface da gota contribuiu para diminuir o
didmetro médio superficial, e, consequentemente, melhorar a estabilidade cinética
das emulsées ao longo do tempo de observagédo. Os sistemas contendo Tween 20 a
1% (g/100g) mostraram ser pouco influenciados pelo aumento da concentragdo de
6leo de sacha inchi, quando comparados aos sistemas controle, sendo estes
selecionados a producéao das particulas.

As microparticulas produzidas por gelificagdo i6nica mostraram alto
conteudo de umidade e atividade de agua, que as tornam interessantes a serem
utilizadas no enriquecimento de alimentos com elevado teor de umidade. As
microparticulas de hidrogel iumidas apresentaram alta eficiéncia de encapsulacao,
néo apresentando 6leo superficial.

As estruturas tridimensionais das particulas Umidas mostraram-se
esféricas e lisas, e mesmo apds o processo de secagem por liofilizacdo elas
apresentaram poucas alteracdes estruturais. Através da microscopia confocal
observou-se uma distribuicdo homogénea das gotas de déleo encapsulado em toda
extensdo da matriz de alginato. Confirmou também o revestimento por quitosana.

Através do monitoramento da estabilidade a 45 °C, foi possivel observar a
efetiva protecao do éleo de sacha inchi por meio de sua encapsulacao, pois o 6leo
livre apresentou niveis de oxidacdo superior ao 6leo encapsulado. Diante dos
resultados obtidos ao decorrer deste trabalho, conclui-se que o0 processo de
encapsulacao atingiu seu principal objetivo, que foi promover a protecdo do 6leo de
sacha inchi contra a oxidacao lipidica através da microencapsulagao por gelificacao

ibnica.
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. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Avaliar outros métodos de secagem para as particulas umidas de alginato
produzidas através de gelificagcao iGnica externa;

Avaliar o indice de peréxido das particulas utilizando menor intervalos de tempos;

Determinar a estabilidade oxidativa das microparticulas através da Rancimat e
cromatografia gasosa;

Aplicar as microparticulas umidas em produtos industrializado e avaliar sua
aceitabilidade;

Avaliar as microparticulas em relacao a liberacdo em condicdes gastrointestinais

simulada.
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ANEXO A

Ficha técnica de extracdo do 6leo de sacha inchi utilizado neste trabalho

@ AMERICAN CALIX Fruits and Vegetablas, Frash, Processad and Packagad
ANERCAN CAuX RU C 10455979230 Maca, Cami Camu, Cacag, Coffes, Sacha Inchi, Avocada y and Iots more

-------

FICHA TECNICA PROCESAMIENTO INDUSTRIAL
ACEITE EXTRA VIRGEN DE SACHA INCHI

(Plukenetia volubilis L.)

OBJETIVO.

Aplicar los métodos y buenas practicas Agroindustriales que determinen optimizar los
mejores rendimientos en granos y porcentaje de Aceite.

1. Acopio:
- Frutos maduros color marrén como cosechan los productores agrarios.
- Planta de acopio: pesaje, limpieza y secado de los frutos.

2. Almacenamiento:
- En mantas tendidas sobre parihuelas de madera.

3. Transformacion:

- Descapsulado: Es mecanico fabricado para las caracteristicas de dureza de
la capsula, implementado con zarandas para |la seleccion de los granos.

- Limpieza de los granos en sus diversos estado (granos con cascara,
almendras, fracturadas yfo partidos, capsulas para el repaso).

- Descascarado: Es mecanico fabricado en acero inoxidable para las
caracteristicas de dureza de los granos, implementado con un ventilador para
la limpieza de los granocs descascarados, limpieza vy seleccidon de los granos:
hongeados, vanas, otros.

4. Prensado:

- Prensa Hidraulica: fabricado con material de acero inoxidable grado 304,
capacidad de cada Bach 25 kg de almendra, bandeja de almacenamienio y
tanque en acero inoxidable.

- Prensa expeler para el segundo prensado: los accesorios como la bandeja
de coleccion de aceite, el protector de los anillos estrujadores, la bandeja de
evacuacion de |a torta, rebose de aceite - granos y las manijas del timén es
fabricado todo en acero inoxidable

- Hl Prensado de la torta, la temperatura del area de trabajo es del medio
ambiente en el periodo del prensado propiamente se experimento un
incremento de la temperatura hasta de 5a 7 grados.

- Residuos Industriales: Torta de color marfil.
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AMERICAN CALIX Fruits and Vegetablos, Frosh, Processed and Packaged

5. Refinado del Aceite:

El aceite extraido en su estado natural es acopiado en envases esterilizados
de 20 litros de color blanco colados con colador de acero inoxidable vy
depositado en tanque decantador también de Acero Inoxidable de 600 litros
de capacidad para separar del aceite el material solido y la humedad por un
periodo de 3 a 5 dias.

El aceite decantado y filfrado en filtro prensa de alta presién (100 libras), el
resultado es un aceite limpio y brillante libre de agentes extrafios.

6. Almacenamiento:

El almacenamiento se realiza en envases de acero inoxidable (tanques) de
grado 304.

7. Envasado:

El despacho del aceite es en bidones de color blanco virgenes (nuevos) de
5, 10, 18, 20, 34, 50 litros, si la venta es a granel en el Peru {puede ser
también en envases diferentes a pedido del cliente).

Para exportacion se hace preferentemente en envases de acero inoxidable
grado alimentario, cumpliendo todos los estandares de calidad y seguridad
para mejor preservacion del aceite.

Actualmente para el mercado nacional se esta presentando en envases de
vidrio de color verde no translucido, los envases tienen forma cuadrada
vienen lacradas con roscas y selladas debidamente.



