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RESUMO GERAL

RESUMO GERAL

Este estudo teve como objetivo produzir microparticulas por gelificacdo ibnica
contendo, como recheios, constituintes nutricionalmente importantes para a
alimentagéo de larvas de peixes. Na primeira parte deste estudo, foram desenvolvidos
sistemas modelos compostos por microparticulas obtidas por gelificacdo idnica
utilizando os polissacarideos pectina e a mistura ternaria: pectina/gelana/alginato e ions
calcio para formacdo das matrizes. Como conteudo, foram incorporados compostos
hidrofilicos (glicose e isolado protéico de soro de leite) na forma de microparticula ou
emulséo lipidica, utilizando uma mistura lipidica (gordura de peixe/acido estearico)
contendo surfactantes (monoestearato de sorbitana+triesterato de sorbitana). Esses
sistemas foram caracterizados em relacéao a eficiéncia de encapsulacao, eficiéncia de
inclusdao, hidratagdo, tamanho médio e sua distribuicdo, morfologia e composicao
centesimal. Os sistemas preparados na forma de emulséo lipidica apresentaram uma
distribuicao mais homogénea do conteudo das microparticulas e liberacdo de proteinas
significativamente menor (p<0,05) do que os sistemas contendo microparticulas
lipidicas, sendo os compostos por pectina/gelana/alginato, os que apresentaram a
menor liberacdo observada (~5%).

Na segunda parte deste estudo, os compostos hidrofilicos incorporados na forma de
emulsdo nos sistemas modelos foram substituidos por duas dietas experimentais. Seu
preparo envolveu a obtencdo e caracterizacdo da gordura de peixe, concentrado
protéico de peixe e dos nauplios de Artemia, utilizados na composi¢cdo das dietas.
Essas dietas foram otimizadas em relacao ao conteudo de proteinas, lipideos e matéria
seca, numa tentativa de alcancar o perfil nutricional dos nauplios de Artemia sp; e
caracterizadas em relacdo a sua composicdo, tamanho, hidratacdo, morfologia,
eficiéncia de encapsulacao e liberacdo/retencao das proteinas. Ensaios in vivo foram
feitos para avaliar a eficiéncia das dietas e in vitro para avaliar a digestibilidade dos
compostos protéicos encapsulados. As dietas microparticuladas apresentaram perfis de
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composicao protéica, lipidica e de matéria seca, proximos aos dos nauplios de Artemia
(alimento vivo). A integridade foi mantida apds a secagem, apresentando baixa
liberacao de proteina durante o periodo estudado (10% para microparticulas secas). Os
ensaios in vivo e in vitro mostraram boa digestibilidade da massa protéica das dietas,
manutencdo da taxa de crescimento e razodveis valores de sobrevivéncia (~50%),
porém ainda nao suficientes para suportar um crescimento similar ao alcan¢cado quando

foi utilizado alimento vivo.
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ABSTRACT

The aim of this study was to produce microparticles by ionic gelation containing
essential ingredients for larvae fish feeding. In the first part of this study two model
systems of microparticles obtained by ionic gelation were developed. The wall materials
used were pectin and one ternary mixture of polysaccharides: (pectin/gelan/alginate)
and calcium ions. First, hydrophilic compounds (glucose and whey protein isolate) were
used as core material to produce solid lipid microparticles or emulsions using the same
lipid mixture (fish fat/stearic acid) plus surfactants (sorbitan monoestearate + sorbitan
triestearate) and after the solid lipid microparticles and the emulsions were used as core
to produce gelified microparticles. The systems were characterized with respect to
encapsulation efficiency, inclusion efficiency, swelling capacity, size and distribution
size, morphology and proximate composition

The systems prepared with lipid emulsions presented more homogenous distribution of
the core material and the protein release was lower than the systems containing lipid
micropatrticles (p<0,05). The systems produced with ternary mixture presented the
lowest protein release (5%).

In the second part of the study the hydrophilic compounds incorporated as emulsions
in the model systems were substituted by two experimental diets. The preparation of the
diets included the extraction and characterization of fish fat, fish protein concentrate and
Artemia nauplii. These materials were used in the diet formulations. Those diets were
improved with respect to protein content, lipids, and dry matter, trying to mimetic the
nutritional profile of Artemia nduplii and characterized as a function of composition, size,
swelling, morphology, encapsulation efficiency and protein release. In vivo assay were
made in order to evaluate diets efficiency and in vitro assay to evaluate protein
digestibility. The content of protein, lipid and dry matter of the microparticles similar as
observed for Artemia nduplii (live feed).



ABSTRACT

Integrity was kept after dryer showed low protein release during the release period
studied (10% to dry microparticles). In vivo and in vitro assays showed razonable
digestibility, growing rates and also survival rates. However the micropatrticles could not
sustained the same growing profile obtained when Artemia was used as the source of

feed (alive feed). The results indicated that these particles can be improved as
substitutes for live food (Artemia).
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A aquicultura tornou-se, na ultima década, uma atividade econdmica de grande
importancia no cendrio brasileiro de produgéo de alimentos, tendo se desenvolvido de
forma bastante rapida, com taxas de crescimento médias anuais superiores a 22%
[SEAP, 2007]. A produgdo mundial total dos produtos obtidos da aquicultura, em 2005,
foi de 59,4 milhdes de toneladas, totalizando uma renda em torno de 73 bilhdes de
dolares, que representam um aumento médio anual de 6,9% em quantidade e 7,7% em
valores, com 50% dessa producao e renda oriundas de peixes [FAO, 2007]. No periodo
de 1990-2001, o Brasil obteve um crescimento de aproximadamente 825%, enquanto a
aquicultura mundial teve um crescimento de 187% para 0 mesmo periodo. O resultado
desse crescimento fica evidenciado no ranking mundial estabelecido pela FAO, em que
o Brasil encontrava-se na 362 colocacdao em 1990 e passou a ocupar a 192 em 2001. No
ranking atual da América do Sul, o Brasil encontra-se em segundo lugar com 269,7 mil
toneladas [IBAMA, 2006], superado apenas pelo Chile com 700 mil toneladas
[FAO,2007].

Entre os segmentos do setor aquicola - a piscicultura, a carcinicultura (camaroes) e
a malacocultura (moluscos) - apresentam um grande problema a ser enfrentado em
uma de suas etapas de producdo: a larvicultura. Essa fase é considerada um dos
pontos criticos no cultivo, sendo alvo de muitas pesquisas.

O fator mais importante na larvicultura é a dependéncia do fornecimento de plancton
como primeiro alimento para as larvas (estagio inicial de vida) da maioria das espécies
de peixes, crustdceos e bivalves cultivados. No entanto, quando essas larvas sao
cultivadas intensivamente, os custos para producdao do alimento vivo sdo elevados,
contabilizando uma proporcao significativa dos custos operacionais totais na larvicultura
[LANGDON, 2003; JOMORI et.. al., 2005]. A substituicdo desse tipo de alimento por
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dietas inertes é crucial para reducdo dos custos de produgcdo, bem como mante-la
constante e com qualidade das larvas.

Pesquisas vém sendo direcionadas para o desenvolvimento de dietas inertes que
satisfacam as necessidades nutricionais das larvas cultivadas, em substituicdo ao
alimento vivo, como dietas microencapsuladas [ONAL e LANDGON, 2000; YUFERA et
al., 2000, 2003]. Estas apresentam caracteristicas muito interessantes como a
possibilidade de fornecer a dieta integra a larva, evitando a perda de nutrientes e da
deterioracdo da qualidade de agua dos tanques, entre outras. No entanto, o uso delas,
nem sempre apresenta bons resultados. Muitos autores relacionam este fato a baixa
aceitacdo, assimilacao e digestdo dessas dietas, diretamente ligados a natureza
intrinseca da particula como a textura, paladar, cor, formulagdo, tamanho, densidade e
estabilidade em agua [KOLKOVISKI, 2001; CAHU e ZAMBONINO-INFANTE, 2001].
Outros apontam a perda de alguns nutrientes aquossollveis e inadequados perfis
nutricionais, como fatores determinantes na eficiéncia de substituicdo do alimento vivo
[TESHIMA et al., 2000; CAHU & ZAMBONINO-INFANTE, 2001; HAMRE et al., 2001;
LANDGON, 2003].

O presente estudo € uma continuidade da dissertacdo de mestrado intitulada
Preparo e caracterizacdo de microcapsulas obtidas por polimerizacdo ibnica para
alimentacdo de larvas de peixes [MUKAI-CORREA, 2003]. Quatro biopolimeros
(alginato, pectina de baixo teor de metoxilacdo, goma gelana e carragena) e sistemas
constituidos de suas misturas foram estudados e avaliados, em relagcdo ao seu
potencial de uso, para fabricagdo de microcéapsulas produzidas por gelificacdo i6nica
com ions calcio, contendo caseina e gordura vegetal hidrogenada, como sistema
modelo. Como comportamento funcional, essas microcdpsulas mostraram:
insolubilidade em agua, altos rendimentos de encapsulagcdo (78,8 a 94,4%) e
digestibilidade da proteina encapsulada frente a tripsina (ensaios in vitro). Entretanto,
as microcapsulas contendo misturas dos biopolimeros (gelana/alginato e
pectina/gelana/alginato), apds inclusdo de gordura vegetal, apresentaram perfis de
liberacdo com retencdo de quase 90% da proteina encapsulada (ap6s 240min de
imersdo em agua), mostrando-se potenciais para carrear dietas com o intuito de
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substituicdo do alimento vivo. No entanto, o desenvolvimento de formulagdes
balanceadas e a avaliacdo de liberacao/retencdo de compostos hidrofilicos e de baixo
peso molecular e ensaios in vivo das capsulas sdo necessarios para melhorar a
retencao, a estabilidade apds secagem e as caracteristicas nutricionais dos sistemas
constituidos pelas matrizes poliméricas frente as necessidades das larvas.

Este trabalho teve o objetivo de aprimorar e aprofundar os conhecimentos no
desenvolvimento de microparticulas para a alimentacao de larvas de peixes, obtidas por
gelificacdo i6nica. Adicionalmente, microparticulas ou emulsdes lipidicas envolvendo
compostos hidrofilicos de baixa massa molar foram desenvolvidas e estudadas em
sistemas modelos, utilizados para avaliacdo das suas caracteristicas de liberacao.
Dietas microparticuladas experimentais, com formulacdo baseada no alimento vivo
Artemia sp foram testadas em ensaios in vitro e in vivo, utilizando larvas de pacu
(Piaractus mesopotamicus), escolhido como espécie modelo. Caracteristicas funcionais
importantes para a aplicacdo proposta, como: morfologia, distribuicdo de tamanho,
perfis de liberacao e capacidade de hidratacao foram determinadas para todos os tipos
de microparticulas produzidas. Este projeto esta inserido em uma linha de pesquisa
inédita no Brasil, voltado ao desenvolvimento de dietas para larvas de peixes, com
estudos conduzidos no Laboratério de Controle de Qualidade/Departamento de
Alimentos e Nutricdo em associagcdo com o Centro de Aquicultura da Universidade
Estadual Paulista (UNESP), campus Jaboticabal, onde foram feitos os ensaios in vivo.

Palavras-chave : microparticulas, gelificacdo ibénica, spray cooling, larvas de peixe,

liberagdo controlada.
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OBJETIVOS

1. OBJETIVO GERAL

Produzir microparticulas por gelificacao ibnica contendo como recheio constituintes
nutricionalmente importantes para a alimentacdo de larvas de peixes, e avalia-las em

dietas utilizando larvas de pacu (Piaractus mesopotamicus) em ensaios in vivo.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Estudar por meio de sistemas modelos a veiculagdo de compostos hidrofilicos por
intermédio de microparticulas lipidicas ou emulsées como conteudo das microparticulas
produzidas por gelificacdo i6nica a partir de duas formulagbes contendo os

polissacarideos pectina e a mistura ternaria pectina/gelana/alginato.

b) Produzir microparticulas a partir de misturas de compostos hidrofébicos (gordura de
peixe e 4cido graxo), envolvendo compostos hidrofilicos de baixa massa molar (glicose
e isolado protéico de soro de leite).

c) Utilizando os compostos marcadores (glicose e isolado protéico de soro de leite),
estudar o comportamento de liberagdo das microparticulas lipidicas em solucao

aquosa.

d) Comparar o comportamento de liberacdo das microparticulas obtidas por gelificacao

idnica, contendo microparticulas lipidicas ou emulséo lipidica (sistemas modelo).

e) Caracterizar todos os sistemas obtidos em relacdo a desidratacao/reidratacao,

tamanho e morfologia.

f) Utilizar o melhor sistema modelo estudado para a encapsulacédo de dietas, contendo

niveis de proteinas, lipidios e de matéria seca similares aos nauplios de Artemia sp.

h) Avaliar o potencial dessas dietas microparticuladas como substitutas parciais do
alimento vivo, através de: ensaios in vivo de crescimento e sobrevivéncia de larvas de
pacu (Piaractus mesopotamicus), € in vitro pela digestibilidade, medida pelo grau de
hidrélise das proteinas encapsuladas.
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CAPITULO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Aquicultura

A aquicultura mundial vem apresentando indices médios anuais de crescimento de
9,2 %, comparados aos 1,4 % da pesca extrativa e 2,8 % da producdo de animais
terrestres [FAO, 2007], sendo a China o pais com maior producédo, com 71% do cultivo
mundial e cerca de 50%, em termos de valor (Tabelal).

Generosamente rico em bacias hidrograficas, como a bacia amazdnica (20% da
agua doce do mundo), aguas represadas (5 milhdes de hectares), além de 8.400
quildmetros de costa maritima e um clima extremamente favoravel ao crescimento
desses organismos cultivados, tanto de espécies marinhas, como de agua doce, 0
Brasil apresenta um enorme potencial para o desenvolvimento da aquicultura [SEAP,
2007].

A aquicultura comercial brasileira firmou-se como atividade econdmica no cenario
nacional da producéao de alimentos, a partir de 1990, com uma producao de pescado
cultivado inicial em torno de 25.000 toneladas/ano. Em 2000, o Brasil passou a produzir
cerca de 150.000 toneladas de pescado cultivado (piscicultura, carcinicultura,
malacocultura e outros), tendo se desenvolvido de forma bastante rapida. Em 2001, a
producdo foi de aproximadamente 200.000 toneladas, com 128.000 produtores e
aumento de 40% da area cultivada em relacdo a 1998, que era de 78.552 hectares
cultivados por 96.657 aquicultores. Em 2005, a producéo total foi de 257.780 toneladas,
passando em 2006 para 271.606 toneladas, com crescimento de 9,6 % (6,4 %
aquicultura continental e 3,2% maricultura) em relacdo ao ano de 2005. Em valores, a
producao aquicola brasileira em 2006 chegou ao total de 536 milhdes de délares, com
12 milhdes provenientes da malacocultura (marisco e ostras), 146 milhdes da
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carcinicultura (camaréo) marinha, 371 milhées da piscicultura de agua doce [IBAMA,

2006].

Atualmente, tanto os peixes como 0s moluscos produzidos em aquicultura sao

comercializados, em sua maioria, no mercado interno. No caso dos camardes

marinhos, cerca de 30% da producao € destinada ao mercado interno, enquanto 70%

sdo exportados para os Estados Unidos, Franca, Espanha, ltalia e Holanda [FAO,

2007].

Tabela 1. Dados da producédo da Aquicultura mundial, para espécies de agua doce e

marinhas cultivadas, em toneladas.

Ambiente| 2000 2001 2002 2003 2004 2005
Africa Limnico| 391695 396956| 441926| 507270 547 651 633 520
Marinho 16 409 17 415 21 492 24 078 21 868 22 850
Total] 408 104| 414 371 463 418 531348 569519 656370
América| Limnico| 405120 413862 446970| 471029 469094| 465262
Noﬂg Marinho| 306 056| 369 258| 387494, 412141 502 034| 396 898
Total] 711176 783120, 834464 883170f 971128 862 160
América| Limnico| 204263 214674 244245 248067 265136) 271498
do Sull Marinho| 539729| 758359 769137| 806293| 876912 893937
Total] 743992 973033| 1013382 1054360 1142048| 1165 435
Asia Limnico|19 794 763|21 049 416|22 405 615|23 828 804 |26 064 942|27 534 231
Marinho|21 809 45923 142 704 |25 069 502|26 613 70628 777 08630 438 252
Total |41 604 222|44 192 12047 475 117 |50 442 51054 842 028 |57 972 483
Europa Limnico| 455626 480090| 472010f 484795 471889| 461113
Marinho| 1603 640| 1615326| 1574 138| 1677 510] 1723 373| 1679 329
Total| 2059 266| 2095416, 2046 148| 2162 305| 2 195 262| 2 140 442
Oceania Limnico 3610 3 809 3 394 2842 2 391 3 667
Marinho| 130295 122107| 130088 134084 147347 158 489
Total] 133905 125916 133482 136926 149738 162156

Fonte: adaptado da FAO — Servi¢co de Informacao e Estatistica — Fisheries and Aquaculture -

21/08/2007.
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Analisando a situagdo atual, € possivel observar algumas tendéncias para a

aquicultura brasileira, que incluem [SEAP, 2007]:

« Aumento significativo na producao de peixes de agua doce, especialmente das

tilapias e de algumas espécies nativas, como o pacu e pintado;

o Rapido desenvolvimento do cultivo em gaiolas ou tanques-redes nos

reservatorios;

e« Aumento do uso de racbes comerciais e diminuicdo dos cultivos realizados a

base de estercos de animais terrestres;

» Priorizacdo de espécies autéctones nas bacias hidrograficas mais preservadas,
tais como a Amazdnica e a do Paraguai;

e Maior uso de equipamentos utilizados em sistemas intensivos;
» Mais atencdo aos mercados externos e a exportacao;
e Aumento no numero de produtos aquicolas processados e com valor agregado.

O pacu (Piaractus mesopotamicus), espécie pertencente a familia Characidae, € um
peixe de dgua doce, originario da bacia Parana-Paraguai e apresenta grande potencial
para a aquicultura, pois € uma espécie de habito alimentar onivoro, rapido crescimento,
boa qualidade de carne e boa aceitacdo pelo mercado consumidor [JOMORI, 1999].
Segundo dados de producdo aquicola do IBAMA [2006], referente ao ano de 2006, o
pacu aparece em segundo lugar (87 toneladas), como espécie nativa mais cultivada no
Brasil, com grande importancia nos estados do Centro-oeste e Sudeste, ficando atras
apenas do tambaqui (Colossoma macropomum). Atualmente, a criagdo das larvas de
pacu no Brasil € feita em sistema semi-intensivo de producédo, que resulta baixas taxas
de sobrevivéncia (em torno de 35 a 50%), pois suas larvas dependem da
disponibilidade de organismos vivos nos primeiros dias de vida, para garantia de seu
desenvolvimento inicial, crescimento e sobrevivéncia. Uma alternativa promissora para
esse sistema é a producado intensiva dessa espécie em laboratério, que resulta em
taxas de sobrevivéncia superiores as obtidas em sistema semi-intensivo [JOMORI et al.,
2003].
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No entanto, a substituicdo ou minimizagédo do periodo de uso do alimento vivo por
dietas é necessaria para diminuicdo dos gastos de producéo e favorecimento de uma
larvicultura em grande escala [TESSER & PORTELLA, 2006]. Estudos recentes
conduzidos com larvas de pacu visando a substituicdo do alimento vivo por dieta
apresentaram resultados insatisfatérios de crescimento e sobrevivéncia [JOMORI,
1999; TESSER et al., 2005], com mortalidade total das larvas quando a dieta inerte foi
fornecida exclusivamente desde o inicio [TESSER et al., 2005]. O uso exclusivo desse
tipo de dieta inerte para larvas de pacu foi alcancado por JOMORI et al .[2008], mas o
crescimento das larvas foi muito pequeno quando comparado as larvas alimentadas

exclusivamente com nauplios de Artemia.

2. Alimento vivo e dietas inertes

A nutricdo das larvas, ap6s a eclosdo, € garantida pelas suas reservas
vitelinicas. O periodo que se sucede a deplecéo do vitelo, quando os individuos passam
a necessitar de alimentacdo exbgena, € considerado o0 ponto critico para a
sobrevivéncia desses organismos, sendo a questdo que mais tem ocupado o0s
pesquisadores de paises em que a aquicultura € mais avancada. Nessa etapa, a
disponibilidade de zooplancton (o primeiro alimento) é fundamental, pois passam a ser
a principal fonte de substancias como as proteinas, os amino4cidos, as enzimas, 0s
acidos graxos, entre outros; necessarios ao desenvolvimento da larva [PORTELLA,
1996].

Rotiferos e Artemia sao usados intensivamente como o alimento vivo dominante
para estagios larvais de espécies de peixes de agua doce e marinha. Entretanto, o
custo de aquisicao e de infraestrutura e laboratérios para um cultivo em massa desses
organismos zooplancténicos representam uma parte significante dos investimentos.
Adicionalmente, o fornecimento inconstante e a ocorréncia de mudancas na

composi¢ao bioquimica desses organismos (que variam de acordo com o local de
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coleta), muitas vezes levam a uma nutricdo sub-6tima das larvas [TESSER &
PORTELLA, 2005]. A possibilidade de carrearem contaminantes como agrotoxicos e
patdgenos, também contribui como fatores negativos. PERSON LE RUYET et al. [1993]
calcularam os custos envolvidos com o alimento vivo (como principal Artemia) para o
cultivo de “seabass” (Dicentrarchus labrax) e concluiram que o alimento vivo foi
responsavel por 79% do custo de producéo (juvenis com 45 dias de idade) e por 50%
dos custos nos primeiros trés meses de cultivo. Em estudo recente, JOMORI et al.
[2005] encontraram que a alimentacdao com organismos vivos pode representar até 33%

dos custos totais de producgao do cultivo do pacu.

Diversas microdietas tém sido desenvolvidas e testadas como alternativa
econ6mica ao alimento vivo, proporcionando manejo mais simples e também como uma
maneira de introduzir e fornecer nutrientes que nao estao disponiveis no alimento vivo
para as larvas (VILLAMAR e LANGDON, 1993; LANGDON, 2003; ONAL e LANGDON,
2004; KVALE et al.,2006).

A Tabela 2 ilustra o custo do alimento vivo e de algumas dietas comerciais

disponiveis no mercado.

Tabela 2. Custo do alimento vivo Artemia e de dietas comerciais disponiveis.

Tipo Peso Preco’

Site* Produto Unid. Unid.
(9) (US$)
Great Salt Lake Artemia cysts Vivo 425 90,00
San Francisco Original Artemia cysts Vivo 425 75,00
Artemia-international.com Artemia descapsulada Inerte 500 13,00
Biomassa de Artemia congelada Inerte 425 6,00
Artemia em flocos Inerte 400 38,00
Golden Pearls — Dieta para larvas Inerte 500 48,00
actwin.com/fish Cistos de Artémia Vivo 425 130,60
Great Salt Lake Strain Cysts Vivo 454 40,00
Miami-aquaculture.com  San Francisco Bay Strain Cysts Vivo 454 77,00
Lansy NRD 1/2 (Artemia redution feed) Inerte 1000 48,88
Proton 1 (Artemia Reduction Feed) Inerte 1000 54,13

Sites consultados em agosto de 2007; ' - valores sem taxas e impostos.
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Os primeiros estudos com dietas para peixes, utilizando microparticulas, datam
de 1966 [LANGDON, 1989], sendo as dietas microencapsuladas obtidas por
polimerizacao interfacial, constituidas de parede protéica, as primeiras desenvolvidas
nessa area. Elas incluiam em sua formulacdo nylon e outros agentes quimicos
potencialmente tdxicos, que depois foram substituidos. Entretanto, atualmente ainda
sao utilizados solventes organicos em sua producéo e seu custo € elevado [LANGDON,
2003]. Essas capsulas apresentam boas caracteristicas de retencdo do material
encapsulado [YUFERA et al.., 1999, 2000]. Por outro lado, algumas espécies de larvas
de peixes estudadas mostraram dificuldade de quebra-las e digeri-las [CHU &
OZKIZILCIK, 1999]. Em uma seqiiéncia de estudos, YUFERA et al. [1996 a 2002]
estudaram dietas microencapsuladas por polimerizacao interfacial. Elas foram capazes
de substituir a primeira alimentacdo de larvas de Sparus aurata, entretanto o
desempenho em crescimento e sobrevivéncia dessas larvas foram inferiores aos
observados quando eram fornecidos exclusivamente Artemia, sugerindo a falta de

nutrientes na dieta, como o de aminoacidos livres.

Dietas microencapsuladas produzidas com agar, carragena ou alginato,
utiizando a técnica de gelificacdo ibnica e calcio como agente de reticulacdo
apresentaram-se estaveis em agua, sendo quebradas e digeridas por algumas espécies
de peixes de agua doce [LOPEZ-ALVARADO et al, 1994; GUTHRIE et al., 2000] e
marinhos [YUFERA et al., 2000; ROBIN e PERON, 2004]. O processo de producéo de
microparticulas com o uso dessa técnica de gelificacao i6nica é simples e de baixo
custo, comparativamente aos custos e infra-estrutura exigidos para a producao de
alimento vivo. A formacdo da particula ocorre pelo gotejamento de uma solugéo
polimérica, contendo os nutrientes em uma solucdo ibnica, em concentracoes
adequadas, podendo-se obter razoaveis niveis de recheio e capsulas de diferentes
formas e tamanhos [WILAERT & BARON, 1996, MUKAI-CORREA et al., 2004]. Essa
técnica ndo envolve o uso de solventes orgénicos ou temperaturas e pHs extremos,
entretanto, apresenta restricoes na retencdo de compostos hidrofilicos de baixa massa
molar, como vitaminas, minerais, peptideos, aminoacidos, aclUcares etc., que sao
rapidamente liberados com a hidratacdo das particulas [VILLAMAR e LANGDON,
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1993]. LOPEZ-ALVARADO et al. [1994] relataram que mais de 80% de aminoacidos
foram liberados, apds 2 minutos de imersdo em agua, de microparticulas produzidas a
partir de alginato, carragena e zeina. Mas a adicdo de lipideos nessas matrizes
polissacaridicas produz uma melhora na retencdo desses compostos [VILLAMAR e
LANGDON, 1993, MUKAI-CORREA et al., 2004].

Microparticulas lipidicas tém sido produzidas para melhorar as caracteristicas de
liberacao dos compostos hidrofilicos [BUCHAL & LAGDON, 1998; CHU & OZKIZILCIK,
1996; ONAL e LANGDON, 2004; MUKAI-CORREA et al., 2004; ONAL e LAGDON,
2005]. Entretanto, esse tipo de microparticula ndo pode carrear grandes quantidades de
nutrientes, pois somente uma pequena propor¢cdo de seu volume, entre 5 e 15%,
representam a quantidade efetiva de recheio (material) que pode ser encapsulado. Por
outro lado, microcapsulas com parede protéica ou polissacaridica, com maior
capacidade de recheio, podem ser usadas com essa fung¢ado: de suprir a necessidade
nutricional de proteinas, lipideos e carboidratos [LOPEZ-ALVARADO et al, 1994].

Lipossomos apresentam um considerdvel interesse para encapsular nutrientes
soluveis em agua e melhorar a estabilidade de compostos como o colesterol e a
vitamina E [COUTTEAU & SOGELLQOS, 1997]. No entanto, a producado escalonada é

dificil e envolve um custo elevado.

Complexos microencapsulados, formados por microcapsulas com parede de
proteinas, contendo microparticulas lipidicas carregadas com aminoacidos,
desenvolvidos por ONAL & LANGDON [2004], demonstraram ser efetivos em reter
compostos de baixa massa molar, retendo mais que 90% de lisina, por mais de 24
horas de imersao das microparticulas em agua. O modelo hipotetizado por GABBOT et
al. [1976] para bivalves marinhos, modificado por OZKIZILCIK & CHU [1996], mostra
um protétipo formado por um complexo microparticulado. Na Figura 1, pode-se
observar que, nesse modelo, a parede da microcapsula é permeavel para permitir a
liberagdo de substancias atrativas, como aminodcidos livres. Em contrapartida,
compostos altamente sollveis, como vitaminas e minerais, sdo encapsulados nas

matrizes lipidicas, preservando a qualidade nutricional da dieta. Esse tipo de capsula
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proposto pode ainda permitir a encapsulacdo de enzimas digestivas e outros

componentes em compartimentos separados.

capsulas com

parede lipidica

aminoécidos

Vitaminas e

minerais

atrativos

Materiais particulados

compostos alta
massa molar ?

Proteinas, carboidratos \
capsula com parede protéica

Figura 1. Modelo de complexo microparticulado para larvas de peixes marinhos,
proposto por GABBOT et al.. [1976], modificado por OZKIZILCIK & CHU [1996]. FAA —

aminoacidos livres

QOutros

Apesar de grandes esforcos, entretanto, a maioria das microdietas desenvolvidas
nao tem obtido sucesso, muitas vezes sendo usadas como suplementos, pois quando
utiizadas exclusivamente, o crescimento e a sobrevivéncia das larvas séao
freqUentemente comprometidos. A substituicdo total de alimento vivo com microdietas
tem sido acompanhada em larvas de camardes, enquanto que, em cultivo de peixes, a

larvicultura ainda se baseia na presenca do alimento vivo [TESHIMA e KOSHIO, 2000].

Considerando as informagfes disponiveis, 0s resultados negativos podem ser
atribuidos a uma variedade de fatores, como baixa ingestdo das dietas [YUFERA, et al.,
1999], pobre desenvolvimento do trato digestério, baixa atividade enzimatica, entre
outros [KOLKOVSKI et al.,1997; KOLKOVSKIi et al., 2001; LANGDON, 2003]. Muitos
autores acreditam que os resultados negativos ligados aos fatores citados estédo
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diretamente relacionados a natureza intrinseca da particula, como: textura, paladar, cor,
formulacdo, tamanho, densidade e estabilidade em agua [KOLKOVISKI, 2001; CAHU e
ZAMBONINO-INFANTE, 2001; JOMORI, et al. ,2005]. Outros apontam a perda de
alguns nutrientes aquossoliveis e ao inadequado perfil nutricional [TESHIMA et al.,
2000; CAHU & ZAMBONINO-INFANTE, 2001; HAMRE et al., 2001; LANGDON, 2003].

O desenvolvimento de dietas microparticuladas deve ser focado na producao de
matrizes que retenham componentes hidrossolluveis de diferentes massas molares
[OZKIZILCIK & CHU, 1996; ONAL e LANGDON, 2004], possuam flutuabilidade
adequada [SRIVASTAVA et al., 2002], baixa taxa de dissolucado e perda de nutrientes
(JONES et al., 1993) e apresentem menor custo, em relacéo as dietas vivas [JOMORI
et. al.,2005]. Aliado a esses parametros, elas também devem possuir boa aceitabilidade
e facil digestdo [KOLKOVSKI et al., 2001; GUTHRIE et al., 2000].

Dessa maneira, as microparticulas devem manter-se intactas até que as larvas
de peixe possam ingeri-las, para promover maxima sobrevivéncia, crescimento e
desenvolvimento larval. Elas devem possuir as mesmas caracteristicas fisiol6gicas e
estruturais de um alimento vivo, tais como: conter diversas fontes protéicas e lipidicas,
vitaminas, minerais, aminoacidos etc. [PEDROZA- ISLAS, 2004].

KOLKOVSKI [2001] acredita também que a necessidade de conhecer e
compreender a habilidade digestiva da larva sdo questoes importantes para elaboracao
de dietas. LINDNER et al. [1995] ainda ressaltam a atencdo a qualidade dos
ingredientes e proteinas utilizadas nas dietas, que podem ser de dificil digestao para as
larvas, ou mesmo conter fatores antinutricionais. O conhecimento das necessidades
nutricionais, comportamento (habitos alimentares) e condigdes fisioldgicas (constituicdo
do trato gastrintestinal, composicao em enzimas digestivas, tamanho de boca, tempo de
digestdo das larvas, de espécies de peixes cultivaveis também deve ser conhecidas e
consideradas [FERNANDEZ-DIAZ et al., 1994; MILLAMENA et al., 1999].
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3. Fisiologia das larvas e composicao das dietas

A capacidade digestiva da larva é, muitas vezes, um fator limitante a utilizagéo de
dietas inertes como alimento inicial. O processo de digestdo e absorcao de nutrientes,
nao é totalmente esclarecido, podendo variar de espécie para espécie. Existem
diversas explicacbes para 0s mecanismos que envolvem a ingestdo e digestdo do
alimento pela larva, e sua conversdao em crescimento e sobrevivéncia [KOLKOVSKI,
2001; JOMORI et al., 2003]. Algumas teorias estao baseadas nas limitagdes digestivas;
outras, que a liberacdo de compostos do alimento vivo estimulem a producédo de
enzimas digestivas [KOLKOVSKI, 2001].

A aceitabilidade das dietas também parece influenciar a sobrevivéncia e o
crescimento das larvas, uma vez que esta relacionada a sua composicdo como:
digestibilidade dos ingredientes, fonte de proteinas e lipideos, atrativos e a forma de
preparo [TESSER et al., 2005]. Dietas que apresentam menor aceitacao que o alimento
vivo acarretam, na maioria das vezes, menores taxas de crescimento. No entanto, a
aceitablidade das dietas em alguns casos € elevada, mas o crescimento da larva é
inferior ao apresentado por larvas alimentadas com alimento vivo, sugerindo a
existéncia de fatores nutricionais, presentes nesse alimento, que melhorem a conversao

alimentar e, com isso, o ganho de peso [KOLKOVSKI, 2001].

O conteudo de proteinas nas microdietas e seu balango nutricional sao
fundamentais para a adequada alimentacao das larvas. O conteludo de matéria seca de
rotiferos e Artemia, em geral, € de 8,8 e 9,2%, representando 52 e 60,1% de proteina
em base seca e 5,2 a 6,0% de proteina em base Uumida, respectivamente. No entanto, a
maioria das microdietas descritas na literatura, para esse propdsito, foram
desenvolvidas para conter uma alta quantidade de proteinas e de matéria seca, como
as desenvolvidas por BASKERVILLE-BRIDGES & KLING [2000], contendo 94,9% de
matéria seca e 61,8% de proteinas. GUTHRIE et al. [2000] observaram baixos niveis de
sobrevivéncia e crescimento para esses tipos de dietas. Segundo KOLKOVSKI [2001],
a dificuldade de a larva digerir as dietas esta relacionada a sua elevada quantidade de

matéria seca (60 a 90%), muito diferente das caracteristicas fisicas do zooplancton
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(apenas 10%), podendo alterar a quantidade de nutrientes e de sua liberagdo no
intestino das larvas. As microcapsulas desenvolvidas por MUKAI-CORREA [2003]
apresentaram perfis proximos aos de matéria seca (7 — 10%) quando comparados aos
de rotiferos e Artemia. No entanto, os niveis de proteina variaram entre 24,3 a 34,8%
(base seca), para sistemas contendo somente proteina, ainda inferiores as quantidades
presentes nos alimentos vivos tipicos para as larvas. A Tabela 3 apresenta a

composicao centesimal do alimento vivo tipico, usado como alimentagéo de larvas.

Tabela 3. Composicéao centesimal de rotiferos e Artemia, em base seca.

] Proteina Lipideos Carboidratos Cinzas
Organismo p P “ P
(9 kg™) (9kg™) (9 kg™) (9 kg™)
Rotiferos 520 115 14 141
Artemia 601 193 28 83

Fonte: BASKERVILLE-BRIDGES [2000]

A técnica conhecida como co-alimentacao (co-feeding), em que as larvas sao
alimentadas inicialmente com alimento vivo por alguns dias, com a substituicdo
gradativa pela dieta, tem apresentado sucesso na inclusao de dietas inertes [TESHIMA
E KOSHIO, 2000]. Geralmente, essa co-alimentacdo com microdietas e alimento vivo
produz uma melhora no crescimento, comparado a alimentagdo somente com
microdietas, pela contribuigdo direta no aumento do suprimento de nutrientes as larvas
[ROSELUND et al, 1997], além de servir como uma espécie de aprendizado.
PORTELLA [1996] cita que a co-alimentacdo com alimento vivo e dietas inertes pode
produzir crescimento e sobrevivéncia muito parecidos aos alcancados com o alimento

Vvivo somente.
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4. Microencapsulacao

A microencapsulacdo consiste na cobertura de particulas muito pequenas de
ingredientes com um material, visando reduzir a reatividade do material encapsulado
(recheio) em relacdo ao meio (luz, oxigénio, umidade, temperatura etc.), controlando
sua taxa de liberagdo ou evaporacéo e facilitando o manuseio do material encapsulado
[SHAHIDI & HAN, 1993]. A liberacdo do material de recheio pode ocorrer por ruptura
mecanica, temperatura, pH ou solubilidade do meio, biodegradacdo ou por difusdo
[REINECCIUS, 1995]. Ela permite a variacdo de diversos fatores (ingredientes e
procedimentos) que influenciam nas caracteristicas finais do produto. A microcapsula
pode ser formada por varias técnicas, em que a escolha do método em particular é
determinada, em grande parte, pelas caracteristicas de solubilidade dos componentes
ativos e dos materiais carreados [ROSENBERG & YUNG, 1993].

As primeiras aplicagdes de microencapsulacao foram feitas na década de 1960, em
papeéis de copia sem carbono, que levavam em suas folhas de papel comum a tinta
microencapsulada. Ao serem pressionadas, as microcapsulas rompiam liberando a tinta
[RE, 2007].

Na industria de alimentos, a microencapsulagdao tem sido muito aplicada na
protecédo de flavorizantes, enzimas, microrganismos, vitaminas, acidos graxos, minerais,
peptideos [DZIEZAK, 1988; RE, 2007; LISERRE, 2005]. Outras funcdes também
ligadas a encapsulacao podem ser citadas, tais como a transformacgao do estado fisico
de substancias (liquido para soélido); preservacao da qualidade nutricional; ocultagdo de
propriedades indesejaveis (sabor, aroma, pH, cor etc.) e liberacdo controlada do
material encapsulado em condicdes especificas [SHAHIDI & HAN, 1993; RE, 1998];

entre outras.

Dois tipos basicos de estruturas sao formados pelo processo de
microencapsulacao, diferenciados pela distribuicdo do recheio. Quando a estrutura
formada é do tipo “reservatério”, observa-se uma particula mononucleada com o
conteudo (recheio) envolvido por uma parede (pelicula), que recebe o nome de

microcapsula. Ja, quando o conteudo se distribui em uma estrutura tipo “esponja” ou

20



Capitulo 1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

matriz, observa-se uma particula multinucleada, que recebe o nome de microesfera ou
microparticula. O tipo de estrutura formada influi na quantidade e no comportamento da
liberacao do conteudo [THIES, 1995].

De maneira geral, o processo de microencapsulacao é dividido em trés etapas:
preparo de uma solugdo ou suspensdao com o material de parede e o a ser
encapsulado, seguido de homogeinizagdo (envolvimento do material de parede ao
redor do recheio) e fixagdo ou solidificacdo do material de parede [THIES, 1995]. Este,
juntamente com o recheio, pode ser preparado separadamente, onde o material de
parede e o recheio sao dispersos em uma unica fase do mesmo solvente ou, ainda,
cada um disperso em uma fase da emulsdo (éleo em agua ou agua em 0leo). As
capsulas produzidas por cada método apresentam caracteristicas diferentes de
retencdo do recheio e podem apresentar comportamento de liberacdo diferenciado
[ALVIM, 2005].

Na selecao dos materiais de parede para imobilizagdo de compostos, diversos
aspectos devem ser considerados, como: as propriedades mecanicas das capsulas, a
forma fisica e o tamanho das particulas, a resisténcia ao ataque quimico e microbiano,
as caracteristicas de superficie (carga, hidrofobicidade, absorcdo de outras
substancias, superficie especifica e composicdo quimica), a morfologia do material, sua
permeabilidade, capacidade de ser derivatizado, preco e disponibilidade comercial
[TREVISAN, 1990].

Em geral, o material de parede nédo deve reagir com o recheio e nem nele ser

soluvel, sendo interessante que apresentem polaridades opostas [CARDOSO, 2000].

De acordo com RE [1998] e CARDOSO [2000], o material de parede deve possuir
boa propriedade emulsificante, permitir a formacao de filme, baixa viscosidade, baixa
higroscopicidade, estabilidade e protecdo do recheio e auséncia de sabores

desagradaveis.

A possibilidade de controle na taxa de liberacao do material encapsulado é uma das
funcbes mais exploradas da tecnologia de microencapsulacdo e esta diretamente
relacionada ao material de parede (cobertura), estrutura quimica, espessura,
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porosidade e solubilidade [FANGER, 1974]. O comportamento e as caracteristicas das
microcdpsulas produzidas dependem do material de parede escolhido, das
caracteristicas do material a ser encapsulado, do método de producao empregado e do
meio de liberacédo [ALVIM, 2005].

O tamanho e distribuicdo do poro tém uma fundamental influéncia na difusao de
moléculas através da rede de gel das microcapsulas [VELINGS & MESTDAG, 1995]. A
porosidade do gel pode ser significativamente reduzida pela secagem parcial das
capsulas [SMIDSROD, 1973], embora essa desidratacao possa causar fissuras em sua
superficie e facilitar a erosdo durante o contato com o meio de liberacdo. Matrizes de
alginato contendo “blue dextrana” submetidas a ensaios de liberagdo, apds sua
secagem, apresentaram liberacdo de dextrana mais rapida do que nas cépsulas nao
desidratadas, em razado da formacao dessas fissuras [KIM & LIM, 1992]. A hidratacao
em solucao aquosa apresentada pelas microcapsulas também é um fator importante no
controle da taxa de liberagdo de compostos encapsulados, em que a expansao causa
um aumento no tamanho do poro do gel e, conseqientemente, a permeabilidade da
capsula é afetada. A area de superficie disponivel para contato com a solucdo e a
concentracao intracapsular do componente diluido também sao influenciados pela
hidratacdo, podendo alterar as caracteristicas de liberacéo [POLK et al., 1994].

5. Microencapsulacao por gelificacao idnica

Métodos de microencapsulacdo, como precipitacdo, polimerizacao interfacial e
secagem por atomizagao, estdo bem estabelecidos [TANAKA et al., 1984; DUPUY et
al.,, 1988; DOUGLAS e SEFTON, 1990]. Entretanto, estes métodos nao tém sido
utilizados em trabalhos cujo objetivo € a liberacao do recheio, pois podem envolver a
utilizacdo de solventes orgéanicos, temperaturas extremas ou condicdbes de pH que

poderiam torna-los inativos.

A polimerizacao ibnica, ou ligacado i6nica de polieletrolitos, apresenta condigdes
brandas, é simples, rapida e de baixo custo. Envolve uma solugao polimérica aquosa,
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com ions de baixa massa molar, em que polieletrdlitos de cargas opostas interagem
formando um complexo. Capsulas de alginato ou pectina de baixo teor de metoxilacao
sdao muito usadas como material de cobertura, sendo os ions calcio o agente de
reticulacao mais utilizado [MESTDAGH e AXELQOS, 1998].

A concentracédo de polissacarideo e cations, a forga iénica e o pH determinam a
cinética da formacado do gel, bem como o volume, estabilidade e porosidade das
capsulas, podendo influenciar na difusdo de solutos para dentro e para fora da matriz
polimérica [MESTDAGH e AXELOS, 1998].

Dietas protéicas, carboidratos e particulas insollveis em agua podem ser
incorporadas e eficientemente mantidas por microcapsulas fabricadas por gelificacéo
idnica, com o uso de hidrocoléides [VILLAMAR & LANGDON, 1993, MUKAI-CORREA
et al., 2004].

Ja as misturas de polissacarideos podem melhorar as caracteristicas do gel
resultante. Quando dois polissacarideos sdo misturados, podem produzir diferentes
tipos de estrutura resultante, incluindo redes provenientes de entumescimento, geradas
a partir de separacao de fases, redes interpenetrantes e redes pareadas [AMSDEN,
1998]. Misturas de pectina e alginato foram utilizadas em diferentes proporgcdes e
avaliadas em relacdo a capacidade de alterar a difusdo de diferentes recheios
empregados. Os resultados indicaram que o comportamento de difusdo de um soluto
hidrofébico (fenilalanina) foi fortemente afetado pela introducdo da pectina metilada na
mistura, enquanto um soluto mais hidrofilico (triptofano) foi muito menos afetado
[MESTDAGH e AXELOS, 1998]. MUKAI-CORREA et al. [2004], estudando a producao
de microcapsulas produzidas por gelificacdo i6nica com o uso de diversos
polissacarideos, observaram diferentes perfis de liberacdo, com maior retencdo de
proteina quando se utilizou a mistura polissacaridica composta de
pectina/gelana/alginato (1:1:1 p/p), melhorando também a retencdo da proteina
encapsulada por meio da adicao de lipideos nos sistemas.
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6. Biopolimeros

Os biopolimeros sao muito utilizados como material de parede, pois apresentam
caracteristicas interessantes, como a liberagdo controlada de compostos, além da
possibilidade de modificacdo da formacdo de sua estrutura, que podem influenciar
diretamente na difusividade e porosidade da particula formada. Ingredientes e
modificadores adequados (enzimas, plastificantes, reticulantes, mdultiplas coberturas
etc.) podem ser introduzidos fisica ou quimicamente para alterar caracteristicas como
solubilidade, permeabilidade, textura e outras. [LAMPRECH et. al. 2001; LOPEZ-
ALVARADO et al., 1994].

6.1. Goma gelana

E um polissacarideo soltvel em &gua, produzido por fermentacdo de uma cultura
pura de Sphingomonas elodea (Pseudomonas elodea). Os agucares constituintes da
goma gelana sao a glicose, o acido glicurénico e a raminose, na propor¢cdo molar de
2:1:1. Como caracteristicas principais, a goma gelana apresenta formacéao de gel com
quase todos os ions, incluindo os de hidrogénio. Sua massa molecular € de
aproximadamente 0,5x10° Da [SANDERSON et al., 1989].

Sua hidratacdo em agua fria deionizada pode ser parcial ou totalmente inibida se
a goma contiver ions divalentes. A completa hidratagdo € alcancada com o
aquecimento da dispersao a 70°C, ou pela mistura de sal monovalente da goma em
agua deionizada [GIBSON & SANDERSON, 1997]. A gelificacdo da goma depende da
forca ibnica e da identidade do céation. A falta de especificidade entre os cations
alcalinos terrosos diferencia significativamente a goma gelana de outros
polissacarideos, contendo acidos urdnicos como alginato e a pectina, em que se
observa afinidade i6nica especifica [GRASDALEN & SMIDSROD, 1987].

Embora somente a forma desacetilada seja comercial, ambas as gelanas
(acetilada e desacetilada) formam géis termorreversiveis, variando em propriedades

mecanicas de um gel macio e elastico, para a forma acetilada, a um duro e quebradico,
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quando a forma desacetilada é utilizada [KANG & VEEDER, 1982]. O gel formado é
transparente, apresenta alto ponto de fusdo e pode ser adicionado em grande
quantidade. Pode ser utilizado sozinho ou em combinagdo com outros produtos para

produzir uma ampla variedade de texturas.

A mistura de mais de um hidrocolbide para formacao de géis compostos € uma
pratica comum. A goma gelana é semelhante ao agar e k-carragena, formando géis
instaveis e frageis, porém pode ser usada em combinacdes com esses agentes
gelificantes para melhorar as propriedades, como estabilidade ao calor, para o caso do

agar, ou estabilidade acida, no caso da carragena [SANDERSON et al., 1989].

A goma gelana apresenta capacidade potencial de uso como matriz, cujo
objetivo é a liberacao controlada tanto para a area farmacolégica como alimenticia, em
que a ingestao dessa goma néo foi relatada como produtora de reacdes fisiolégicas ou
efeitos toxicos em dietas humanas e animais [SANDERSON & CLARK, 1984].

6.2. Pectina

E um polimero natural encontrado na maioria das plantas, derivado das paredes
celulares. Esse heteropolissacarideo é obtido comercialmente por extracdo aquosa de
material péctico de algumas frutas, sendo encontrada em maiores quantidades nas
frutas citricas e em magas. Ela consiste, principalmente, de &cido galacturénico,
contendo unidades carboxilicas esterificadas do acido, que formam cadeias lineares
interrompidas pela presenca do acglUcar ramnose a intervalos periddicos, sendo
normalmente classificada de acordo com seu grau de esterificacdo. Usualmente séo
classificadas em pectinas de baixo e alto teor de esterificacdo [MAY, 1997], onde o grau
de esterificacdo é a porcentagem de &cidos galacturénicos que sao metilesterificados
[DZIEZAK, 1991]. Os metil ésteres formados ocupam um espago similar, mas sdo mais
hidrofobicos e consequentemente tém um efeito diferente na estruturagédo da agua.

A pectina € um poliacido e seu pkA é de cerca de 2,9 [RALET et al., 2001],
apresentando pouca carga negativa em pH baixo e alta em pHs elevados. A associacao
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da pectina (polianion) com um polication forma produtos insoluveis [NUSSINOVITCH,
1997].

Geralmente, as pectinas ndo possuem estruturas exatas, a molécula nao adota
uma conformacao reta em solucdo, mas ocorre de forma estendida e flexivel. Possui
boa solubilidade, no entanto necessita ser dispersa em agua aquecida com temperatura
acima de 60°C [MAY, 1997].

A gelificacdo da pectina de baixo teor de metilagdo (BTM) ocorre por meior da
formagéo de ligagbes entre ions carboxilicos da pectina e ions bivalentes (geralmente
célcio) ou tetravalentes para alto teor, que atuam como ligantes entre as cadeias de
pectina. Elas envolvem ligagdes quelantes intermoleculares do cation, induzindo a
formacao de macromoléculas agregadas [KOHN, 1975]. Um modelo denominado “egg-
box” tem sido sugerido para a formacao da rede de gel [REES, 1982] com ions calcio,
sendo induzida da mesma forma que os géis de alginato. Os géis sao geralmente
formados a concentracbes maiores do que 1% e a proporgéo de calcio mais usada, de
acordo com diversos autores, é de 0,1 a 0,5% do peso do gel, sendo essa formacao
prejudicada na presenca de pH muito acido. Os géis formados sao termoreversiveis,
entre pH 3,0 e 4,0. Essa redugdo pode ocorrer porque dois grupos carboxilados séo
associados a agua antes de os ions calcio formarem as ligagdes salinas, fazendo a
zona de jungdo. A forca do gel aumenta a medida que eleva-sea concentracdo de
calcio, mas é reduzida com o aumento da temperatura e da acidez (pH<3). As pectinas
BTM (baixo teor de metoxilacao) também gelificam na auséncia de calcio pela formacéao
de associagdes entre cadeias em baixa temperatura (~10°C) para formarem géis
transparentes [KJONIKSEN, HIORTH & NYSTROM, 2004]. As composicdes e
propriedades das pectinas variam com a matéria-prima utilizada nos processos de
extracdo e tratamentos realizados [DZIEZAK, 1991; BEMILLER & WHISTLER, 1996].

As caracteristicas eletrostaticas e a formagéo de géis conferem a pectina 6timas
propriedades para ser utilizada como material de parede para formagdo de
microcapsulas. Alguns aspectos funcionais da pectina ligados a saude tém sido

estudados por muitos pesquisadores. Ela é hidrolizada no trato intestinal, produzindo
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em seguida substancias nao caldricas, interagindo com o colesterol na regulacdo da
homeostase do colesterol hepatico e no metabolismo de lipoproteinas [FERNANDEZ et
al., 1994], entre outros.

6.3. Alginato

Sao polimeros lineares de alta massa molar com seccdes rigidas e regides
flexiveis, formados por monémeros de acido B-D-manurénico (M) e acido a-L-gulurénico
(G), unidos linearmente por meio de ligacdes glicosidicas a-1,4, onde existem trés tipos
de estruturas de blocos: de acido B-D-manurbnico (M), de acido a-L-gulurénico (G) e
uma mistura desses blocos [COTTRELL & KOVACS, 1980]. A composigdo molecular
especifica de uma amostra de alginato depende do tipo de alga de que foi extraido e do
local de sua producdo, podendo ocorrer variagdes nas porcentagens de acido
manurdnico (M) e gulurénico (G) [THIES, 1995]. A composicdo e a extensdo das
sequéncias, bem como o peso molecular, determinam suas propriedades fisicas
[GOMBOTZ & WEE, 1998].

A gelificacdo depende do tipo de cation, com grande seletividade ao célcio,
atribuidos a sitios de ligacao especificos de calcio com grupos carboxilicos do acido
poligalacturénico, implicado ligagdes interblocos G pelos ions célcio. Essa gelificacéo e
a reticulacao do polimero, alcancadas principalmente pelas mudancas dos ions sodio
dos &cidos gulurbnicos por cations divalentes, formam a agregacdo desses grupos,
dando a caracteristica de uma estrutura “egg-box” [GOMBOTZ & WEE, 1998]. Esse
mecanismo de formagédo do gel do alginato no modelo “caixa de ovos” proposto por
GRANT et al. [1973], pode ser explicado pelas interacées de segmentos G com ions
célcio. As regides de blocos G sdo alinhadas lado a lado, resultando na formacgao de
cavidades. Os ions calcio fazem uma juncao entre as cadeias, semelhante ao formato
de uma caixa de ovos, formando uma rede tridimensional. A forca do gel esta
diretamente relacionada a quantidade de zonas de juncdo e a natureza das

associacoes envolvidas nessas zonas.
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Na formacao de uma matriz de gel na presenca de ions calcio, cations divalentes
de célcio sao unidos a moléculas polianiénicas de alginato, formando uma zona de
juncado, possibilitando, assim, a formacao da rede do gel em temperatura ambiente. A
principal vantagem do gel de alginato é sua habilidade em ser termoestavel, podendo
ser armazenado em temperatura ambiente [ONSOYEN, 1997]. Entretanto, a erosdo dos
géis de alginato é um problema importante, uma vez que pode ocorrer a aceleracao na
liberacao do material de recheio [SEZER e AKBUGA, 1999].

Algumas propriedades relevantes em géis de alginato de calcio incluem: rigidez
mecanica, aumento de volume, colapso da matriz e resisténcia a interferentes, como
cations monovalentes, que sdo altamente dependentes da massa molecular desse
polimero, bem como da propor¢do acido manurénico e gulurénico e no contetudo de
blocos GG. Alto conteudo de blocos G e blocos G longos produz géis de alginato com
maior reatividade ao calcio e maior potencial formador do gel, mais rigidos,
transparentes e mais quebradicos [SMIDSROD, 1974 apud MORRIS 1998,
MARTINSEN et al., 1989; ONSOYEN, 1997]. Eles também apresentam maior abertura
dos poros e exibem alta taxa de liberacdo para proteinas, que podem estar
relacionadas a baixa retracdo desse tipo de gel, ou a diferenca na barreira de difusao
na superficie das esferas [MARTISEN et al, 1992]. Em oposicao, observacao
experimental por OSTBERG & GRAFFNER [1994] apontaram para uma reducao na
taxa de liberacao, através da matriz.

Segundo GOMBOTZ & WEE [1998], o alginato possui propriedades
interessantes que incluem o comportamento relativamente inerte em ambientes
aquosos dentro da matriz e dissolugdo e biodegradacao do sistema em condicoes

fisiol6gicas normais.
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CAPITULO 2

PRODUCAO DE MICROPARTICULAS OBTIDAS POR GELIFICACAO IONICA -
SISTEMAS MODELOS

RESUMO

O presente estudo teve o objetivo de comparar o comportamento de liberagcéo de
microparticulas, obtidas por gelificacao i6nica, a partir dos polissacarideos: pectina e a
mistura ternaria: pectina/gelana/alginato, contendo compostos hidrofilicos (glicose e
isolado protéico de soro de leite) envolvendo uma mistura lipidica, composta por
gordura de peixe e acido estearico, incorporados na forma de microparticulas lipidicas
ou na forma de uma emulsédo. Na primeira forma, microparticulas lipidicas contendo os
compostos hidrofilicos foram produzidas pela técnica de spray cooling, por meio de um
planejamento experimental, e incorporados como conteudo nas microparticulas obtidas
por gelificacao ibnica. Na segunda, os compostos e a mistura lipidica foram adicionados
a solucado polissacaridica, emulsionados conjuntamente, e a emulsao geleificada
também por gelificacdo ibnica. Todas as microparticulas foram caracterizadas em
relacao a eficiéncia de encapsulacgéao, eficiéncia de inclusao, hidratagdo, tamanho médio
e sua distribuigdo, morfologia e composicao centesimal. O planejamento experimental
possibilitou a otimizacdo do processo de produgdo de microparticulas lipidicas,
resultando em uma propor¢ao 6tima de 70/30, para gordura de peixe e acido estearico,
respectivamente, e concentracbes de solugdes de 65% para glicose e 40% para
proteina. A eficiéncia de encapsulacédo (EE) apresentou uma ampla faixa de variagao,
com valores de 1 a 68% e de 4 a 74%, para os sistemas pectina e a mistura ternaria,
respectivamente. Os valores para a eficiéncia de inclusao (IE) variaram de 57 a 100%,
para o sistema polimérico com pectina e de 63 a 99% para a mistura ternaria, onde os
menores valores observados foram para os sistemas contendo glicose incorporada em

microparticulas lipidicas. As microparticulas gelificadas apresentaram um diametro
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médio, cerca de trés vezes maior que as microparticulas lipidicas (50um), com maioria
de tamanho entre 100 e 200um. A hidratagcdo ocorreu de forma instantanea, apés
contato com a agua, com expansao do volume de até 4 vezes, caracterizando a grande
quantidade de agua retida nesse tipo de matriz. A morfologia revelou microparticulas
com forma esférica, em sua maioria, matriz multinucleada, com distribuicdo uniforme
dos compostos, exceto para as microparticulas de gel, contendo microparticulas
lipidicas. Uma superficie lisa, sem fissuras foi observada para as microparticulas de gel
preparadas na forma de emulsdao. O comportamento de liberacdo das microparticulas
lipidicas contendo glicose foi de 20% e 50%, apds 30 e 240 minutos, respectivamente,
enquanto que a liberagdo de proteina foi de 60% de liberagdo, nos primeiros 30
minutos, mantendo-se constante ao longo do tempo. As microparticulas de gel
revelaram que os sistemas preparados na forma de emulsao lipidica apresentaram uma
liberacao significativamente menor (p<0,05) de proteina que os sistemas contendo
microparticulas lipidicas, sendo os sistemas compostos por pectina/gelana/alginato os
que apresentaram a menor liberacao observada (~5%).

Pelos resultados obtidos, observou-se que a maneira de introducado da gordura
pode influenciar fortemente o comportamento de liberacdo de matrizes polissacaridicas
produzidas por gelificagdo ibnica. Da mesma maneira, a quantidade de polissacarideos,
de ions e de recheio utilizados, nas microparticulas também pode determinar diferentes

eficiéncias de encapsulacao e diferentes perfis de liberagao.

Palavras-chaves: Micropatrticulas lipidicas, gelificacao idnica, perfil de liberacao,
compostos hidrofilicos, gordura de peixe.
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ABSTRACT

The aim of this research was compare the release behaviour of microparticles
produced by ionic gelation using pectin or one ternary mixture of polysaccharides:
pectin, gelllan and alginate, encapsulating lipidic microparticles or one emulsion
containing the same lipidic material, the polysaccharide(s) and hydrophilic compounds
(glucose or whey protein isolate) as aqueous solutions. Lipidic microparticles with
glucose or WPI were first produced using spray cooling.

In both cases one experimental design was used to investigate the best
conditions with respect to the release behaviour of the core materials. All particles were
characterized considering inclusion efficiency, encapsulation efficiency, hydration
capacity, average size and size distribution, morphology and composition. For the lipidic
microparticles, the results of the experimental design showed the following best
conditions: 70/30 fish fat :stearic acid mixture and concentrations of 65% glucose and
40% for WPI solutions. The encapsulation efficiency range was very large: from 1.2 to
67.8% and from 3.7 to 74.7 for pectin and ternary mixture respectively. The inclusion
efficiency range was 57.1 — 100% when pectin was used and 62.8 — 98.5 for ternary
mixture. The lower values were obtained when glucose solutions were used inside lipidic
microparticles compared to the emulsified particles. The average diameter obtained for
gel emulsified microparticles (100 — 200 um) were around three times larger than lipidic
microparticles (50 pum). Hydration obtained by the dry particles was instantaneous and

the sweeling observed was around four times the size of the dry particles.

Microparticles showed round shape, multinucleated and uniform core distribution
when emulsified particles were produced. On the other side distribution of the lipidic
microparticles were not homogeneous inside gel particles. The glucose release from
lipidic microparticles was 20 and 50% after 30 and 240 min, respectively, and 60% for
WPI after 30 min of release. Emulsified systems showed a much better release control,
specially when ternary mixture was used ( ~5% of release).

The way used to introduce the fat material inside the particles was very important

with respect to modulate the release behaviour. In the same way, the amount of core
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and the ionic concentration and polysaccharide concentration were also important to
get high encapsulation efficiency and acepatable release profiles.

Keywords: lipidic microparticles, ionic gelation, release profiles, hydrophilic compounds,
fish lipid

32



Capitulo 2 INTRODUCAO

1. INTRODUGAO

A falta de uma parede distinta e continua ao redor das microparticulas produzidas
por gelificacdo ibnica, representadas por uma matriz de gel porosa, resulta baixa
eficiéncia de retencao de compostos solUveis em agua e baixa massa molar. Diversas
estratégias tém sido empregadas para melhorar as caracteristicas de liberacao desses
compostos, como o uso de microparticulas lipidicas ou emulsées para retencdo dos
componentes hidrossoluveis, com resultados promissores na encapsulagdo de
aminoacidos, vitaminas, peptideos, sais etc. [BUCHAL & LANGDON, 1998; CHU &
OZKIZILCIK, 1996; MUKAI-CORREA et al., 2004; ONAL & LANGDON, 2004; ONAL &
LANGDON, 2005].

Microparticulas lipidicas podem ser preparadas utilizando técnicas por evaporacao
de solvente e por fusdo dos lipideos, em que uma solugdo de material de recheio é
incorporada no lipideo fundido e, em geral, emulsificada podendo-se dispersar a pré-
emulsdo em uma fase aquosa. As microparticulas s&o formadas pela solidificagéo, por
congelamento das gotas de lipideo fundido ou evaporacédo do solvente a partir da fase
lipidica [CORTESI et al., 2002]. O método conhecido como spray chilling (pulverizacao
a frio) é facil, com possibilidade de producdo em escala industrial [WESTESEN et al.,
1997]. As micropatrticulas sdo formadas pela atomizagdo das gotas lipidicas fundidas e
emulsificadas conjuntamente com o material de recheio, que sao solidificadas pelo ar
frio ou N2, sendo muito interessante, pois ndo ha a necessidade de uma fase aquosa ou
solvente organico, o que pode melhorar a incorporacdo de compostos a serem
encapsulados [ONAL & LANGDON 2004]. Além disso, o tamanho da gota pode ser
controlado pelas condi¢cées de atomizacdo. A técnica tem sido utilizada para preparar
formulacbes com liberagcdo controlada, aumentar a estabilidade das particulas
[SCHWENDEMAN et al., 1998] e veicular nutrientes especificos, como vitaminas [ONAL
& LANGDON, 2004] e alguns aminoacidos [ONAL & LANGDON, 2005].

Como fontes de lipideos incluem-se os mono, di e triglicerideos, ceras, acidos
graxos, fosfolipidios ou suas misturas que possuem habilidade para formar uma

variedade de sistemas como: emulsoes, lipossomas e macro e microparticulas solidas
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[REITHMEIER et al., 2001]. No entanto, a eficiéncia de encapsulacdo e a liberacéao
desses compostos sao influenciadas pela mistura lipidica e o modo de preparo utilizado
na producao das microparticulas [BUCHAL &LANGDON, 1998; ALVIM, 2005]. A adicao
de emulsificantes também é freqlientemente utilizada no processo de producéo desse
tipo de microparticula, podendo afetar consideravelmente a estabilidade e
caracteristicas fisicas das emulsdées lipidicas, bem como a producéo de microparticulas
lipidicas [SIEKMANN, 1992].

Os lipideos com baixo ponto de fusdo sdao os mais indicados para produzir
microparticulas lipidicas como dieta para larvas de peixes, pois podem apresentar
baixas taxas de liberacdo de nutrientes soluveis em 4&gua, apresentar melhor
digestibilidade e grande facilidade para emulsificacdo se comparados aos lipideos de
alto ponto de fusdo e com longas cadeias saturadas [ONAL e LANGDON, 2001]. A
utilizacdo desse tipo de lipideos também confere maior maciez as microparticulas
formadas, podendo reduzir a necessidade de a larva quebrar enzimaticamente essa
microparticula, em que a liberacdo do seu conteudo ocorrerd por processos fisicos
digestivos ou por simples difusdao [ONAL e LANGDON, 2004; 2005].

Desse modo, uma matriz macia com liberagdo controlada pode permitir o
carreareamento de nutrientes soluveis e de baixa massa molar. Por outro lado, as
microparticulas poliméricas podem ser usadas para carrear macronutrientes (proteinas,
lipideos e carboidratos). Aliando as caracteristicas dos dois tipos de microparticulas,
complexos microparticulados podem ser formados [CHU & OZKIZILCIK, 1996, ONAL e
LANGDON, 2005] e podem ser capazes de propiciar uma dieta nutricionalmente

completa para larvas de peixe.

Esse trabalho teve o objetivo de investigar a producdo de microparticulas obtidas
por gelificagdo idnica, usando como sistemas modelos: inclusdo da mistura lipidica na
forma de microparticulas lipidicas ou emulsdo. Microparticulas lipidicas foram
produzidas a partir de mistura lipidica, composta por gordura de peixe e acido estearico,
contendo compostos hidrofilicos de baixa massa molar. Comportamento de liberacao

individual ao longo do tempo, da glicose e do isolado protéico de soro de leite, foram
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acompanhados nas microparticulas lipidicas e nos complexos microparticulados,
conjuntamente com a eficiéncia de encapsulagdo, inclusdo e de producdo das
microparticulas. Todos os tipos de microparticulas foram caracterizados em relacédo a

morfologia, capacidade de reidratacdo e tamanho médio e sua distribuicao.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Materiais

Acido estearico (acido graxo saturado, ponto de fusdo =69,6°C, Vetec, Sdo
Paulo); alginato de so6dio DMB (alto peso molecular, alto conteddo de grupos
guluronato, lote 500771, ref. 669990 — MANUGEL); goma gelana (alto peso molecular,
lote 9LO020A — Nutrasweet Kelco/Monsanto, Sao Paulo) cloreto de calcio dihidratado -
CaCl2. 2H,0 (lote 64271, Merck); D - glicose anidra (P.A., Synth), isolado protéico de
soro de leite (Newzeland, 96% de proteina); pectina citrica de baixo teor de metoxilacao
(BTM) amidada tipo 8002/R (grau de metoxilacdo de 26-30%, grau de amidacao de 15
a 21%, lote 11655, ref. 119900 - Citrus Colloids S/A, doada pela Ind. Braspectina S A,
Limeira); gordura extraida de Pacu (Piaractus mesopotamicus); monoestearato de
sobitana (S60, Dhaytan, Sao Paulo); triestearato de sorbitana (TS60 Dhaytan, cedido
pela Dhaymers, Sao Paulo); poliglicerol polirricinoleato (PGPR- Dhaytan); kit
enzimatico-colorimétrico para determinagdo de glicose (lote, 434 —-LABORLAB);
isotiocianato de fluoresceina - FITC (lote 90k5316, Sigma); Nile Red (lote 47H3445,
Sigma).

2.2. Producao das microparticulas lipidicas (LMs)
2.2.1 Ensaios preliminares

Para obter microparticulas lipidicas sélidas, com ponto de fusdo entre 35 e 40°C,
que suportassem as condicoes de preparo das microparticulas de gel e também
apresentasse uma matriz relativamente macia em temperatura ambiente (25°C), foi
estudado preliminarmente o ponto de fusdo da mistura lipidica: gordura de peixe
(obtida, conforme descrito no capitulo 3, item 2.1.1.) e acido estearico, em trés
proporcoes diferentes: 9:1, 8:2 e 7:3g (p/p), respectivamente. O ponto de fusdo foi
determinado pelo aquecimento das misturas lipidicas em banho-maria, em

temperaturas crescentes, entre 25 e 50°C, com observacéao visual do material, apés 15
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minutos de imersao, com classificagdo de sdlido ou liquido, sendo o ultimo considerado

uma estimativa do ponto de fuséo.

2.2.2 Preparo das microparticulas lipidicas

A producao das microparticulas lipidicas foi feita pelo aquecimento (60°C) e
homogeneizacgao (ultraturrax Ika - 10.000 rpm/1 min) de uma mistura lipidica composta
por gordura de peixe e acido estearico (4:1 p/p), tensoativos monoestearato/triestearato
de sorbitana (1:1 p/p, representando 5% do peso total de lipideos) e dos compostos
hidrofilicos em solucdes individuais de glicose ou isolado protéico de soro de leite (40%
p/v), nas concentracdes definidas para cada ensaio do planejamento experimental da
Tabela 4. As emulsbes foram pulverizadas por meio de um atomizador de duplo fluido
de spray-dryer (BUCHI, Switzerland) aquecido a 70°C e com pressao de ar de 0,5 kgf
cm?, em uma camara fria (10°C), dentro de uma camara coletora de aluminio (Figura 2),
para que ocorresse uma rapida solidificacdo das microparticulas, causado pela queda
brusca de temperatura da solugéo lipidica ao sair do atomizador. O material resultante
foi armazenado em ambiente frio (8°C) para posteriores analises de eficiéncia de
encapsulacdo e comportamento de liberacdo em sistema aquoso. Apds analise dos
resultados dos ensaios, um tratamento foi escolhido em cada planejamento (glicose e
isolado protéico) experimental e caracterizado em relagdo a composi¢cdao, tamanho
médio e distribuicdo, morfologia, eficiéncia de encapsulacdo e liberagcdo em sistema

agquoso.
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Emulséo:
GP/AE
+ composto

+ surfactantes Q
atomiza
L

dor duplo-fluido (<=0,7 mm)
Temperatura: 70°C

E g Ar de atomizacdo: 0,5 kgf/icm?2.

Solidificagéo:
microparticulas lipidicas

camara T10°C

Figura 2. Esquema ilustrativo do equipamento para produgdo das microparticulas
lipidicas. GP/AE — gordura de peixe/ acido estearico.

2.2.3 Otimizacao do processo

Para otimizar o processo de producdao das microparticulas lipidicas contendo
glicose ou isolado protéico de soro de leite (WPI) foram realizados 2 planejamentos
experimentais 2%, com 2 niveis (-1,+1) e com trés repeticdes no ponto central (0) para
cada tratamento, conforme ilustrado na Tabela 4. Foi avaliada a influéncia da
concentracdo da solugdo de glicose e de WPI, a proporcao de lipideo/glicose e
lipideo/WPI na eficiéncia de encapsulacdo e suas liberacbes apds 1 hora em sistema
aquoso. Como constante do processo, fixou-se a concentracao de tensoativos (5% em
relacdo ao peso total de lipideos, segundo estudos conduzidos por MAGEE e OLSON,
1981).
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Tabela 4. Variaveis e niveis estudados para otimizacdo do processo de producao de

microparticulas lipidicas contendo glicose ou isolado protéico de soro de leite (fatorial

completo)
] Niveis*
Variaveis estudadas

-1 0 +1

Planejamento  Concentracao da solugéo de glicose (%) 50 65 80
glicose Proporcao de glicose/lipideo 20/80  30/70 40/60

Planejamento  Concentracao da solu¢ao de WPI (%) 8 24 40
WPI Proporcéo de WPI/gordura 10/90 20/80 30/70

*A selecao dos valores reais extremos das variaveis foi feita por meio de
screening dessas variaveis em ensaios preliminares, com o cuidado de que a mistura

resultasse em micro particulas apos pulverizagdo.

2.3. Producao das microparticulas de gel contendo microparticulas lipidicas
(MPLs) ou emulsao (EM)

As microparticulas de gel foram produzidas pela técnica de gelificagdo idnica,
utilizando solu¢des aquosas de pectina PE (2% p/p) ou de mistura ternaria composta
por pectina/gelana/alginato - PEGEAL (1:1:1; 2% p/p) e ions calcio (2% p/p), para
formacao da matriz de gel, conforme proposto por MUKAI-CORREA et al. [2004], com
adaptacoes. A pressao de trabalho utilizada para pulverizagdo da solugao polimérica foi
de 0,25 kgf/ cm?. A Figura 3 ilustra o procedimento de preparo das microparticulas.

Como conteudo dessas microparticulas, foram utilizados dois sistemas modelos em
que as formulagdes utilizadas para formagcao das microparticulas lipidicas, constituidas
pela mistura lipidica de gordura de peixe e acido estearico (4:1 p/p, respectivamente),
tensoativos (5% do peso total de lipideos) e os compostos isolado protéico de soro de
leite (12g9/100g de solucao) ou glicose (19,59/100g de solugao), foram incorporadas na

forma de microparticulas lipidicas ou na forma de emulsao do tipo éleo em agua.
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IS N
Solugao polimérica
(PE 2% ; PEGEAL 2%)

- oy

TENSOATNO
2mgfg solugédo
Emulsio
(lipideos; glicose; wpi)

v
Dispersao Emulsao
Bastio de wvidra Hom ogeirnzacao
(1 rmin) (14.000 rpm/1 minj
Pulverizagdo
0,25kgf/cm2
SOLU(;AO IONICA SOLU(;AO IONICA
Ccacl2 29% - 5°C CacClz 2% - 5°C

Separac;éo
G 0,125mm

Figura 3. Fluxograma da producédo de microparticulas de gel contendo como recheio
emulséo lipidica ou microparticulas lipidicas (MPLs) com glicose ou proteina (WPI).

O sistema modelo, utilizando como conteudo as microparticulas lipidicas, foi
preparado pela adicdo prévia do surfactante poliglicerol polirricinoleato (PGPR,
Dhaythan) na quantidade de 2mg/g de solucéo polimérica, para auxiliar a dispersao das
microparticulas lipidicas (MPLs). A solucao foi homogeneizada em ultraturrax (IKA —
14.000 rpm/1 min) em temperatura ambiente (25 + 2°C), seguida de adicdo das MPLs
(30 mg/g de solugao), que foram dispersas com ajuda de um bastdo de vidro, e a
dispersao resultante pulverizada em solugéo iénica (CaCLy) gelada (5°C).

O sistema modelo, contendo os compostos na forma de emulsao, foi preparado
pela mistura dos lipideos fundidos a 65°C (contendo os tensoativos monoestearato-
S60 e triestearato de sorbitana-TS60, 1:1 p/p, representando 5% do peso total de
lipideos), a solucdo polimérica (com adicdo do surfactante PGPR) e os compostos
hidrofilicos (glicose ou WPI), em mesma proporcao usada no sistema modelo composto
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pelas microparticulas lipidicas. A mistura foi homogeinizada (14.000 rpm/1 min/65°C) e
pulverizada em solucédo idnica (CaCL,) gelada (5°C) para enrijecimento da blenda
lipidica. Parte das microparticulas poliméricas produzidas foi preservada em seu estado
hidratado para analises da eficiéncia de processo e de encapsulacao, comportamento
de liberagcédo, morfologia e tamanho médio e sua distribuigcéo.

2.4. Secagem das microparticulas de gel

Apé6s a produgdo, as microparticulas de gel fabricadas pelos dois diferentes
processos foram separadas em peneira (ABNT 30- malha 0,125mm), lavadas com agua
destilada e secas em liofilizador (Edwards Pirani 501), conforme condi¢cdes
estabelecidas por MUKAI-CORREA [2003]. A temperatura foi reduzida para -40°C, sob
uma pressao de 0,1 mmHg. O ponto final da secagem foi estabelecido na temperatura
final de 25°C por 2 horas (ciclo completo de 48 horas). O material seco foi peneirado,

acondicionado em frascos com tampa e mantidos em refrigeragéao.

2.5. Caracterizacao fisico-quimica
2.5.1 Distribuicao de tamanho e diametro médio

O tamanho das microparticulas foi determinado por microscopia dptica, com
captacdo de imagens por camera digital, usando objetiva 12,5X e optovar 1,25X e a

utilizacdo do programa Global Lab Image e Scion Image (www.scioncorp.com). A

medida foi feita em 300 microparticulas de cada amostra. A captagdo das imagens foi

feita em dleo para microparticulas secas e em agua para as microparticulas hidratadas.

2.5.2 Morfologia e microestrutura

A morfologia das microparticulas foi observada por microscopio 6tico (NIKON,
Eclipse E800, Japao), utilizando-se objetivas de 10X e 20X, e captacdo de imagens
com o software Image Pro Plus 4.0 (Media Cibernetics, EUA).
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A microestrutura das microparticulas lipidicas e de gel liofilizada foi observada
em microscépio eletrénico de varredura (SEM) Jeol (JMS T300, Japao), nas voltagens
de 5kV e 10 kV, respectivamente. As amostras foram fixadas em “stubs” e recobertas
com uma fina camada de ouro (40mA/150s) por meio de um evaporador Baltzer (Baltec
SCD50, Austria).

A observacao dos compostos hidrofébicos (lipideos) e hidrofilicos (proteinas) nas
microparticulas foi feita por microscépio de varredura laser Confocal (CLSM) Olympus
(LSM-Fluoview 3.2 version). O corante FITC foi usado para caracterizacdao das de
proteinas [LAMPRECH et al., 2000] e o Nile red na caracterizacdo dos grupos
hidrofébicos [BERTSCH, 2003], produzindo compostos fluorescentes. A proteina foi
corada com FITC a 40°C/1hora (1mg/mL para cada 2,5g de proteina) e os compostos
hidrofébicos corados com Nile red (1mg/30g de composto hidrofébico). Depois da
reacao com os corantes, as microparticulas foram preparadas da mesma forma descrita

no item 2.3.

2.5.3 Capacidade de hidratacao

A hidratacao foi acompanhada pela captacdo de imagens, em microscopio
optico, da particula de gel seca e hidratada (apds 5 minutos de contato com a agua),
comparando-se os diametros das particulas hidratadas em relacdo aos diametros

iniciais.

2.5.4 Eficiéncia de encapsulacao

A eficiéncia de encapsulacdo (E.E) foi calculada pela diferenca entre a
quantidade de proteina ou glicose presente nas microparticulas apds sua producao e a
quantidade inicial adicionada na solu¢cdo ou emulsdo formadora das microparticulas,
sendo expressa em porcentagem (%). A determinacao da glicose foi feita por método
colorimétrico enzimatico (espectrofotbmetro, 505nm), de acordo com HENRY et al.
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[1974], e a proteina, de acordo com KJELDAHL [A.O.A.C., 1998]. A E.E. foi calculada
para cada ensaio do planejamento experimental, sendo realizada em triplicata.

2.5.4.1 Eficiéncia de encapsulacao das microparticulas contendo glicose

As microparticulas lipidicas (0,1g) foram adicionadas em agua destilada (5mL),
aquecidas em banho maria (70°C) por 15 minutos para liquefacao da mistura lipidica,
seguidas de agitacdo em agitador de tubos por 5 segundos, e resfriamento a
temperatura ambiente. O teor de glicose foi determinado na fracdo aquosa da solucao,
através do método enzimatico (glicose oxidase), e construcao de curva-padrdao com a

mesma glicose utilizada nas micropatrticulas.

Para as microparticulas de gel contendo a glicose na forma de emulsdo ou em
microparticulas lipidicas usou-se previamente uma solucdo de EDTA 0,1M (15mg de
particulas/mL de solucdo) para desestabilizacdo da matriz de gel, sendo mantidas por
30 minutos em agitador rotativo de tubos Phoenix (AP22) e, em seguida, aquecidas,
conforme o procedimento descrito anteriormente, determinando-se a glicose presente

na fracao aquosa filtrada (papel Whatman n°1).

Para verificagdo de possiveis interferéncias na reacao colorimétrica, foi testada
uma solugdo de EDTA contendo glicose livre, em quantidade conhecida, e em
microparticulas de gel contendo apenas lipideos (brancos).

2.5.4.2 Eficiéncia de encapsulacao das microparticulas contendo proteina

A medida da quantidade de proteina presente tanto nas microparticulas lipidicas
como de gel foi feita por KIELDAHL (fator de correcao: 6,25), utilizando, como branco,

microparticulas produzidas sem adicao de proteinas.

2.5.5 Eficiéncia de Inclusao

A Eficiéncia de Incluséo (IE) foi expressa pela porcentagem (p/p) de mistura
lipidica adicionada no preparo das microparticulas de gel e que foi incorporada a
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microparticula apos a sua producdo. A quantidade de gordura presente foi determinada
por BLIGH & DYER [1959].

2.5.6 Perfis de liberacao

As microparticulas lipidicas contendo glicose ou proteina foram colocadas em
tubos com tampa rosqueavel, na concentracdo 10mg/mL de &gua destilada, e as
microparticulas de gel, na concentracdo de 15mg/mL e 150mg/mL de agua destilada,

para particulas umidas e secas, respectivamente.

A liberacdao desses compostos (glicose ou proteina) foi acompanhada durante
um periodo de 1 hora, para todos os ensaios do planejamento experimental das
microparticulas lipidicas contendo glicose ou proteina, em intervalos de até 4 horas
(aos 30, 60, 120, 180 e 240 minutos, com tubos individuais) para 0s ensaios que
apresentaram a melhor relagdo, entre a eficiéncia de encapsulacdao e o perfil de
liberacao. O perfil de liberacdo em agua, foi acompanhado durante 4 horas para todas
as microparticulas de gel umidas e secas. As amostras foram agitadas em agitador
rotativo de tubos Phoenix (AP22), nos periodos estabelecidos, sendo determinada a
proteina (Kjeldahl, fator de correcao: 6,25) ou glicose (método enzimatico - glicose
oxidase) presente em solucao. Todos os ensaios foram feitos em triplicata.

2.6. Analise estatistica

Para determinar diferencas significativas entre os valores obtidos para os perfis de
liberacao da glicose e da proteina em microparticulas lipidicas e microparticulas de gel
foram aplicadas a analise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey (p<0,05), utilizando
0 programa Statistica® 5.5 (Statsoft, Tulsa, OK, USA).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Producao das microparticulas lipidicas (MPLs)

Como mostra a Tabela 5, a mistura de gordura de peixe (GP) e acido estearico
(AE), que levou a menor proporcao do acido graxo (9:1), apresentou-se liquefeita na
temperatura de 35°C, enquanto a mistura com maior quantidade de acido estearico
(7:3) manteve-se sélida até a temperatura de 45°C, apresentando um aspecto mais
rigido que as outras misturas, conforme caracteristica desse acido graxo. Com o
aumento da quantidade de gordura de peixe na mistura lipidica, houve diminuicao
dessa rigidez e do ponto de fusdo da mistura. A mistura de gordura de peixe e acido
estearico, na proporcao de 8:2, respectivamente, resultou em um ponto de fuséo
aproximado de 40°C, com produc¢ao e obtencao de microparticulas lipidicas sélidas em
temperatura ambiente, sem adesdao e aglomeracdo das microparticulas dentro da
camara de producdo, apdés a sua producdo. Baseando-se nessas observacoes, a
proporcao de 8:2 (GP:AE) foi escolhida para produgcédo das microparticulas lipidicas.

Tabela 5. Ponto de fusdo das misturas de gordura de peixe (GP) e acido estearico
(AE).

GP: AE (%) Temperatura (°C)
25 35 40 45 50
7:3 S S
8:2 S S
9:1 S L

S= Sdélido; L= liquido

O baixo ponto de fusao apresentado por essa blenda lipidica forma particulas
macias e esses lipideos também podem apresentar melhor digestibilidade para as
larvas de peixe, com caracteristicas funcionais de formar com facilidade emulsées, de
acordo com ONAL e LANGDON [2004]. FONTAGNE et al. [1999] observaram uma
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eficiéncia de digestdo de 75,4%, para carpa comum (Cyprinus carpio), quando
utilizaram 6leo de peixe hidrogenado com ponto de fusdo de 38°C, com diminui¢cdo da
digestibilidade quando o ponto de fusdo foi aumentado. Outros estudos, envolvendo a
producdo de microparticulas para alimentacdo de larvas de peixes marinhos,
conduzidos por BUCHAL & LANGDON [1998] mostraram que o perfil da mistura lipidica
teve influéncia na eficiéncia de encapsulacdo e no perfil de liberacdo de compostos
hidrossoluveis, como vitaminas e peptideos. Os autores também observaram que a
dureza das particulas de gordura interferiu na agcdo digestiva e na absorcdo dos
nutrientes encapsulados, indicando que particulas menos rigidas (com baixo ponto de
fusdo) sdo mais adequadas para alimentacao das larvas.

3.1.1 Otimizacao do processo

Os planejamentos experimentais apresentados nas Tabelas 6 e 7 mostram as
condicoes estudadas para producao das microparticulas lipidicas. Foi observado que
todos os ensaios conduzidos, conforme o0s planejamentos experimentais, utilizando
como recheio os compostos hidrofilicos glicose e proteina, produziram microparticulas
lipidicas. As respostas obtidas de E.E. e liberacdo, ap6s 60 minutos em meio aquoso,
mostram altos valores de eficiéncia de encapsulagdo, tanto para as microparticulas
lipidicas contendo glicose (Tabela 6) como daquelas contendo proteina (Tabela 7), com
ampla variacdo dos valores de liberacdo. A alta eficiéncia observada pode estar
associada a técnica de atomizacdo a frio utilizada para produzir as microparticulas
sélidas a temperatura ambiente, que evitou a perda do material de recheio durante o
processo de producao.

Também foi observado que o aumento da concentracao de proteina em solucao
produziu um acréscimo na eficiéncia de retengdo. O comportamento sobre a retencao,
causado pela proporcdo de material lipidico e concentracdo de recheio em solucao,
parece estar associado a estabilidade das emulsdes formadas, a partir das diferentes
proporgdes, entre o material lipidico e o recheio, podendo influenciar a distribuicéo e a
liberacao do recheio a partir da matriz. Altos valores de eficiéncia de encapsulacéo (80-
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90%) foram observados por MAGEE & OLSON [1981], quando uma solugao de glicose
foi encapsulada em matrizes lipidicas, utilizando blenda de emulsificantes de
monoestearato e triestearato de sorbitana para estabilizacdo da emulsdo agua em o6leo.

Tabela 6. Planejamento experimental (variaveis numéricas e codificadas) e respostas
de eficiéncia de encapsulagéo (E.E) e liberacdo em 60 minutos (LIB60Q’), para avaliacao

da producao de microparticulas lipidicas contendo glicose.

Variaveis * Respostas
Ensaio Glicose Lipideo/Glicose E.E. (%) LIB60’(%)

(%) (%)

1 80(+1) 40/60 (+1) 93,89 65,25

2 80(+1) 20/80 (-1) 97,85 41,11

3 50(-1) 40/60 (+1) 98,43 33,53

4 50(-1) 20/80 (-1) 100,00 26,75

5 65(0) 30/70(0) 97,55 13,70

6 65(0) 30/70(0) 96,10 15,57

7 65(0) 30/70(0) 96,10 11,69

* Os numeros entre parénteses representam as variaveis codificadas.

O planejamento, envolvendo a producdo de microparticulas contendo glicose,
apresentou as menores liberacbes para os ensaios 5, 6 e 7, pontos centrais do
experimento, constituidos de uma proporcdo de lipideos/glicose de 30/70 e
concentracao de solucéo de glicose de 65%, apresentando 13,7 %, 15,6 % e 11,7 % de
glicose liberada, respectivamente (Tabela 6). Esses ensaios apresentaram maior
concentracdo de glicose encapsulada, ap6s permanecerem em sistema aquoso,
durante o periodo estudado. As maiores liberacdes de glicose observadas foram
representadas pelos ensaios 1 e 2, quando se utilizou a solugdo mais concentrada
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(80%), para producdo das microparticulas, com valores de 652% e 41,1%,

respectivamente.

No planejamento experimental para producdo das microparticulas lipidicas
contendo proteina, as menores liberacdes foram observadas nos ensaios 2 e 4 (Tabela
7), com 22,1% e 28,5% de proteina liberada, respectivamente, quando se utilizou a
menor proporcao de proteina em relacao ao lipideo (10:90). Os ensaios 5, 6 e 7 (pontos
centrais) apresentaram as maiores liberacbes, 76,5%, 87,0% e 87,5%,
respectivamente, em que a proporcao de lipideo/proteina utilizada foi de 20/80, com
solugao de proteina 24%. Altos valores de liberacao também foram observados para o
ensaio 1, que foi constituido da maior proporcdo e concentracdo de proteina se
comparado aos demais ensaios. Esse ensaio também apresentou a maior quantidade

de proteina remanescente encapsulada, apds o periodo de liberacao estudado.

Tabela 7. Planejamento experimental (variaveis numéricas e codificadas) e respostas
de eficiéncia de encapsulagéo (E.E) e liberacdo em 60 minutos (LIB60Q’), para avaliacao
da producgao de microparticulas lipidicas contendo proteina.

Variaveis * Respostas
Ensaio Proteina (%) Lipideo/Proteina E.E. (%) LIB60’(%)
(%)
1 40(+1) 30/70 (+1) 100,00 59,11
2 40(+1) 10/90 (-1) 81,99 22,08
3 8 (-1) 30/70 (+1) 87,20 44,36
4 8 (-1) 10/90 (-1) 94,41 28,50
5 24 (0) 20/80 (0) 97,23 76,48
6 24 (0) 20/80 (0) 93,13 86,97
7 24 (0) 20/80 (0) 93,49 87,51

*Os numeros entre parénteses representam as variaveis codificadas.
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As analises dos efeitos dos fatores E.E, liberagdo, e a importancia relativa
desses efeitos, representadas graficamente, por meio de graficos de Pareto, podem ser
observadas nas Figuras 3 e 4. Para a resposta EE da glicose, a Figura 4 mostra que
somente a variavel proporcao entre a mistura lipidica e a solucéo de glicose apresentou
efeito significativo (p<0,05). Analisando a mesma resposta, nas microparticulas com
proteina observa-se que todas as variaveis (concentracdo da solugdo de proteina,
proporcao entre mistura lipidica e solucao de proteina, e a interacdo entre essas duas
variaveis) apresentaram efeitos significativos (p<0,05) sobre a resposta de E.E.

A analise na resposta de liberacdo, obtida para os tratamentos com glicose e
proteina, mostra que os efeitos foram significativos (p<0,05) para ambas as variaveis:
proporcao de lipideo/composto e concentragédo de composto em solucao (Figura 4 e 5).

Ja a interagdo entre as variaveis foi significativa somente para os ensaios com proteina.
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Grafico de Pareto dos efeitos padronizados- EE

88888888

Figura 4. Graficos de Pareto com valores estimados dos efeitos padronizados e suas
interagdes para as variaveis estudadas sobre a eficiéncia de encapsulacdo (EE) na
produgdo das microparticulas lipidicas, ao nivel de 95% de confianca (p=0,05). A —
microparticulas contendo glicose; B — microparticulas contendo proteina; %GLI —
concentracao da solucao de glicose; LIP_GLI — proporcao de lipideo e glicose; %WPI —

concentracao da solucao de proteina; LIP_WPI — proporcao de lipideo e proteina.
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Gréfico de pareto dos efeitos padronizados; Liberagdo em 60 min
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p=,05
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Figura 5. Graficos de Pareto com valores estimados dos efeitos padronizados e suas
interacdes para as variaveis estudadas sobre a liberacao de glicose apds 60 minutos de
experimento (LIB60’), ao nivel de 95% de confianca (p=0,05). A — microparticulas
contendo glicose; B — microparticulas contendo proteina; %GLI — concentracdo da
solucao de glicose; LIP_GLI — proporcao de lipideo e glicose; %WPI - concentracdo da
solugéo de proteina; LPI_WPI - proporcao de lipideo e proteina.
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Os resultados obtidos dos ensaios com glicose mostram que as condi¢cdes
utilizadas no ponto central do planejamento (ensaios 5, 6, e 7) sdo satisfatérias como
método de producdo das microparticulas lipidicas, contendo glicose, pois apresentam
baixa liberacdo e maior concentracao de glicose encapsulada ap6s permanecerem em
sistema aquoso por 60 minutos. Para os ensaios com proteina, o ensaio 1, apesar de
nao apresentar uma baixa liberacao, foi 0 que manteve a maior quantidade de proteina
remanescente encapsulada ap6s o periodo de liberacao estudado.

Através dos resultados de E.E. e liberacdo de glicose e proteina das
microparticulas lipidicas produzidas, segundo os planejamentos experimentais (Tabela
6 e 7), um ensaio para cada composto foi selecionado para produgdo das
microparticulas lipidicas, caracterizacdo e andlise de seus perfis de liberacdo. Esses
ensaios apresentaram como caracteristica maior quantidade de composto retido (g de
proteina ou glicose/g de microparticula) apdés a permanéncia em sistema aquoso (60

minutos).

Para a producado das microparticulas contendo glicose foram adotadas as
condicoes: proporcao de lipideo/glicose de 30/70 (p/p), concentracao de solucdo 65%
(p/v) (ensaio 5, Tabela 6); e, para as contendo proteina: propor¢cao de lipideo/wpi de
30/70 (p/p), concentracdo da solucao de proteina de 40% (p/v) (ensaio 1, Tabela 7).

3.1.2 Producao das microparticulas geleificadas
3.1.3 Eficiéncia de encapsulacao

Na Tabela 8 podem-se observar os valores de eficiéncia de encapsulagédo (EE),
eficiéncia de inclusdo (IE) e sdélidos totais (%), para os sistemas pectina (PE) e a
mistura pectina/gelana/alginato (PEGEAL), contendo os compostos hidrofilicos (glicose
e proteina) incorporados na forma de emulsdo ou em microparticulas lipidicas. Nota-se
uma ampla faixa de variagdo de EE, com valores de 1,2 a 68,0% e 3,7 a 75,0% para os
sistemas PE e PEGEAL, respectivamente. Os sistemas poliméricos contendo a glicose
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incorporada na forma de microparticulas lipidicas apresentaram valores variando entre
63 a 74% de E.E.

Os valores para a eficiéncia de inclusao (IE) variaram de 57,1 a 100% para o
sistema polimérico com PE e de 62,8 a 98,5% para o sistema PE/GE/AL, sendo os
menores valores observados para os sistemas contendo glicose incorporada em
microparticulas lipidicas. Os valores observados na |.LE. e E.E., na producdo dos
sistemas poliméricos contendo microparticulas lipidicas com glicose, indicam que parte
da glicose foi perdida tanto na incorporacdo das microparticulas lipidicas como por
lixiviacdo, durante o processo de preparo dos sistemas gelificados. Os sistemas
gelificados contendo microparticulas com proteina mostram altos valores de |IE (>98%)
e valores de E.E. em torno de 70%, indicando que ocorreu pequena perda da proteina
por lixiviacao durante o processo de producao das microparticulas gelificadas.

Tabela 8. Valores médios e respectivos desvios padrdes de eficiéncia de incluséo (IE),
eficiéncia de encapsulacao de glicose e proteina (EE), eficiéncia de processo (EP) e
sélidos totais (%) dos sistemas gelificados contendo microparticulas (MP) ou emulsao
lipidica (EM) com glicose (GLY) ou proteina (WPI).

GLY-MP  57,14+9,95 47,97+6,46 5,40%0,56
GLY-EM  94,69+6,55 1,16+0,21 4,96+0,29
PECTINA WPI-MP  98,69+3,65 67,82+7,56 5,15+0,29
WPI-EM  100,00+0,1 63,89+1,89 5,14+0,08
GLY-MP  62,84+7,89 62,74+7,3 5,11+0,2
PEGEAL* GLY-EM  95,87+4,66 3,66+0,22 5,48+0,17
WPI-MP  98,55+8,26 70,56+5,23 4,36+0,36
WPI-EM  96,60+0,07 74,65+2,39 5,240,016

*PE/GE/AL — pectina/gelana/alginato.
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Os sistemas gelificados, contendo os compostos hidrofilicos (glicose e proteina)
preparados na forma de emulsdo, mostram altos valores de |IE (>94%) para ambos os
sistemas, valores intermediarios de E.E. (entre 64 e 74%), para a proteina, e baixos
valores de EE (<4%), para o sistema contendo glicose, indicando que houve grande
perda desse composto durante o processo de preparo da emulséo, causado talvez pela
rapida difusdo, em razao do alto gradiente de concentracdo entre a solucao formadora
das microparticulas, em que se encontrava dispersa a glicose e a solucao ibnica,
utiizada para obtencdo e enrijecimento das microparticulas de gel. Para as
microparticulas de gel contendo a proteina, pode-se observar que tanto o preparo na
forma de emulsao lipidica como em microparticulas os valores de |.E. foram superiores

a 95% (Tabela 8) e valores de E.E. maiores que os observados para a glicose.

Os valores médios de solidos totais foram similares para todos os tratamentos
estudados, situando-se em torno de 5%, indicando grande quantidade de agua
presente nas microparticulas de gel.

3.1.4 Distribuicao de tamanho e diametro médio

A Tabela 9 apresenta os histogramas de tamanho das microparticulas lipidicas,
contendo os compostos hidrofilicos (glicose e proteina), e mostra uma distribuicao
normal de tamanho, com ampla faixa, compreendida entre 1 e 160um, com maioria das
particulas situadas entre 50 e 100um. O diametro médio foi de 36,7 e 57,5um para as

microparticulas lipidicas contendo glicose e proteina, respectivamente.

A distribuicdo de tamanho apresentou um perfil semelhante a variagdo de
tamanho, obtida geralmente por microparticulas produzidas pela técnica de secagem
por atomizacdo (5 a 100pm). Resultados similares também foram encontrados em
outros trabalhos com microparticulas lipidicas [MAGEE & OLSON 1981; OZKIZILCIK &
CHU, 1996; LANGDON, 2003].
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Tabela 9. Diametros médios, respectivos desvios padrdes e distribuicdo de tamanho

das microparticulas lipidicas (MPL) contendo compostos hidrofilicos (glicose e

proteina).
Tratamento Diametro médio (um) Distribuicao de tamanho
MPL - glicose 36,74+25,38 :
Tamanho (mm)
MPL- proteina 57,55+28,02

0 50 100 150 200
Tamanho (mm)

Como observado na Tabela 10, as microparticulas gelificadas apresentaram um
didmetro médio cerca de trés vezes maior que o observado para as microparticulas
lipidicas, com maioria das microparticulas com tamanho entre 100 e 200 ym e
distribuicdo normal para todos os tratamentos estudados. Os sistemas gelificados,
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contendo micropatrticulas lipidicas, abrangeram um tamanho de 50 a 870 um e de 25 a
800um para as produzidas com pectina, contendo glicose e proteina, respectivamente,
e de 12 a 770 um e 12 a 650 um para as produzidas com a matriz de gel ternaria
(PEGEAL) contendo glicose e proteina. As preparadas pelo método de emulséao
apresentaram uma variacao de tamanho entre 12 a 550 um para glicose e 48 a 800 um
para proteina no sistema com pectina, e de 12 a 800 um e 50 a 600 um para o sistema
PEGEAL. Microparticulas poliméricas contendo microparticulas lipidicas produzidas por
ONAL & LANGDON [2005] apresentaram uma faixa de diametro de 20 a 500um.

Em geral, os sistemas preparados com emulsdo apresentaram um didmetro
médio menor do que os sistemas contendo microparticulas lipidicas (Tabelas 11). Por
outro lado, os sistemas formados por matrizes de pectina, contendo a proteina
incorporada, tanto em microparticulas lipidicas como em emulsdo, apresentaram
didmetros médios de tamanho ligeiramente maiores que os outros sistemas. Segundo
MUKAI-CORREA et al. [2004] e ONAL & LANGDON [2005], o tamanho da particula
pode ser manipulado pela variacdo do tamanho do orificio do bico pulverizador, pela
taxa de fluxo de ar e de solugcédo a ser pulverizada, e pela relagdo entre os mesmos. A
viscosidade da solucao também pode ter uma ligacao direta e pode estar associada,
neste caso, ao tipo de emulsao formada na producao das microparticulas gelificadas.
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Tabela 10 Diametros médios, respectivos desvios padrdes e distribuicdo de tamanho
das microparticulas de gel (MPGEL) contendo microparticulas lipidicas (MPL) com os

compostos hidrofilicos glicose (GLY) e proteina (WPI).

Tratamento Diametro médio Distribuicao de tamanho

Ndbrvq

MPGEL — MPLGLY
296,23+199,23 5
PECTINA

0 100200300400500600700800900
Tamanho (microns

MPGEL — MPLGLY
164,58+145,84
PE/GE/AL :

0 100 200 300 400 500 600 700 800
Tamanho (mic

MPGEL — MPLWPI
330,42+196,97

No de observagf)es

PECTINA

k

100 200 300 400 500 600 700 800
Tamanho (microns)

MPGEL — MPLWPI
149,11£111,32

Nd brv(:

PE/GE/AL

L

0 100 200 300 400 500 600
Tamanho (microns;
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Tabela 11. Didmetros médios, respectivos desvios padrdes e distribuicdo de tamanho
das microparticulas de gel (MPGEL) contendo emulséo lipidica (EM) com os compostos

hidrofilicos glicose (GLY) e proteina (WPI).

Tratamento Diametro médio Distribuicao de tamanho

MPGEL -EMGLY "5°
145,84+118,80
PECTINA 2o

%0 100 200 300 400 500 600 700
Tamanho (microns

MPGEL- EMGLY

No de observagﬁes

161,72+147,72
PE/GE/AL

0 100200300400500600700800900
Tamanho (microns)

No de observagées

MPGEL — EMWPI g
273,91+200,10
PECTINA

00 400 60
Tamanho

MPGEL — EMWPI g

8
3
g
g
5
2
°

155,77+118,35
PE/GE/AL :
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3.1.5 Capacidade de rehidratacao

As microparticulas gelificadas (pectina e pectina/gelana/alginato) desidratadas,
contendo microparticulas lipidicas, apresentaram um aumento de 2,5 vezes no diametro
médio apds suas hidratagdes em agua enquanto, que nos sistemas preparados com
emulséo, a elevacao desse valor foi de 4 vezes. Conforme a Tabela 12, os sistemas
desidratados preparados com emulsao apresentaram os menores diametros médios, se
comparados aqueles preparados com microparticulas lipidicas, mostrando a mesma
tendéncia observada na distribuicdo de tamanho, com microparticulas lipidicas e

emulsionadas (Tabela 10 e 11).

Tabela 12. Valores de didmetro médio (um) dos sistemas secos e hidratados, com
emulsao (EM) ou microparticulas lipidicas (MPL) contendo proteina.

Diametro (um)

Tratamentos
secas hidratadas
MPL 80,10 +58,49 220,86+ 57,22
Pectina
EM 45,12 +36,29 186,33+ 70,30
MPL 60,10+55,15 151,194+60,29
PEGEAL

EM 35,12+36,28 147,25+45,19

Em geral, as microparticulas de gel desidratadas, quando colocadas em agua,
expandiram seu volume de forma muito rapida (hidratacao instantanea). Fatores como
a expansao do volume em solugdo aquosa, a absorcdo de agua e a hidratacdo das
capsulas devem ser considerados no controle da taxa de liberacdo de compostos
retidos, uma vez que a permeabilidade da capsula é afetada pelo aumento no tamanho
do poro e também pela area de superficie disponivel para o contato com a solucao
aquosa (POLK et al., 1994).
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3.1.6 Morfologia e microestrutura

A Figura 6 mostra observacdes feitas, por meio da microscopia 6ptica, das
microparticulas lipidicas contendo o0s compostos hidrofilicos. Nota-se uma
apresentacao na forma esférica para ambos os compostos utilizados como conteudo
(glicose e proteina), sem diferencas morfologicas entre as microparticulas lipidicas.

Figura 6 Imagens obtidas por microscopia Optica das microparticulas lipidicas. A —
conteudo de glicose; B — conteudo de proteina. Aumento de 12,5x (barra = 10um).

As microparticulas de gel contendo a mistura lipidica com os compostos
hidrofilicos (proteina e glicose), na forma de microparticulas, observadas nas Figuras 7
e 8 e representadas pelos sistemas pectina e PEGEAL, respectivamente, apresentaram
a maioria das particulas na forma esférica e multinucleada. A incorporacdo das
microparticulas lipidicas parece ter sido eficiente, como também encontrado nos valores
de IE (Tabela 8), com excec¢ao dos sistemas gelificados contendo glicose, em que uma
distribuicdo muito heterogénea foi observada, notando-se grande quantidade de
microparticulas lipidicas em algumas matrizes de gel e sua auséncia em outras. Os
outros sistemas estudados também apresentaram a mesma tendéncia, mas em menor
intensidade, indicando a necessidade de estudos de otimizacdo do processo de sua
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producdo. Distribuicdo heterogénea de microparticulas lipidicas também foi observada
por ALVIM [2005], em microparticulas produzidas por coacervagao, atribuindo-se esse
efeito as condigdes néo otimizadas de produgédo das microcépsulas, principalmente na
etapa de dispersao das microparticulas lipidicas.

.'w

Figura 7 Imagens obtidas por microscopia éptica das microparticulas gelificadas com
pectina contendo microparticulas lipidicas. A e B — contendo glicose; C e D — contendo
proteina. Aumento de 12,5x em A e C, e 25x em B e D. Barra = 100um.

A Figura 9 mostra os compostos incorporados na forma de emulsao lipidica nas
microparticulas de gel e revela uma matriz com distribuicdo de conteudo bem diferente
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do que aquela produzida contendo microparticulas lipidicas. O tamanho e a distribuicao
das goticulas de gordura foram uniformes, formando uma matriz bem homogénea com
forma esférica em sua maioria, para ambos os sistemas e compostos estudados. A
morfologia observada foi semelhante as microcapsulas fabricadas em trabalhos
anteriores [MUKAI-CORREA et al., 2005].

100pm

Figura 8 Imagens obtidas por microscopia Optica das microparticulas gelificadas com a
mistura pectina/gelana/aginato, contendo microparticulas lipidicas. A e B — com glicose;
C e D — com proteina. Aumento de 12,5x para A e C, e 25x para B e D. Barra = 100um.
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Figura 9. Imagens obtidas por microscopia éptica das microparticulas gelificadas contendo
mistura lipidica em emulsdo. A e B — matriz de pectina com glicose e proteina,
respectivamente; C e D — matriz de pectina/gelana/alginato contendo glicose e proteina.
Aumento de 12,5x. Barra = 100um

A observacao por microscopia eletrénica de varredura das microparticulas
lipidicas, apresentadas na Figura 10, revelou uma morfologia com superficie rugosa e
forma esférica, sem diferencas visuais entre as microparticulas, contendo glicose e as
contendo proteina, conforme também observado na microscopia ética (Figura 5). As
microparticulas de gel contendo microparticulas lipidicas, ilustradas na Figura 11,
mostram uma morfologia externa em forma esférica na sua maioria, com matriz
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continua e auséncia de fissuras em sua superficie, para ambos os metodos de preparo

(microparticulas ou emuls&o) adotados.

Figura 10. Imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura de microparticulas
lipidicas. A - com glicose; B — com proteina. Barras = 10um.

- 10pm

Figura 11. Imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura de microparticulas
gelificadas com pectina contendo microparticulas lipidicas. A — com glicose; B — com

proteina; Barras = 10pm e 100 pm.
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Por outro lado, o método de preparo que envolveu a emulsdo com proteina
mostra uma superficie lisa € mais homogénea quando comparada aos outros sistemas

estudados, como pode ser observado na Figura 12.

Segundo ROSENBERG et al. [1993], reportado por MUKAI-CORREA et al.
[2004], a estrutura das microcapsulas pode estar relacionada a capacidade de protecéao
apresentada por diferentes biopolimeros, em que as indicacées dessa capacidade sao
fornecidas pelo grau de integridade e porosidade das microcapsulas. Entretanto, em
trabalhos anteriores [MUKAI, 2003] utilizando os mesmos biopolimeros (pectina e
PE/GE/AL) na fabricacdo de microcapsulas contendo caseina e gordura vegetal
hidrogenada foram observadas depressdes e rugosidades na superficie da matriz e
consideravel perda da forma esférica.

No preparo das microparticulas de gel, neste estudo, as concentracées de
polissacarideos e ions calcio foi dobrada, passando de 1 para 2%, o suficiente para
provocar mudancas na morfologia EE e liberacdo dos compostos retidos nessas
matrizes. Essas mudancas observadas podem estar relacionadas, ao aumento da forca
do gel e ao aumento do entrelacamento da rede de gel formada, que é relativamente
proporcional a concentracdo de polissacarideo e ions utilizados [MARTINSEN et al.,
1989; SRIAMORNSAK, 1999], desde que nado ocorra o fendmeno de sinérese. A
mudanca na morfologia também sugere relacdo com a composicdo dos lipideos
utilizados (gordura de peixe e acido estearico) e o surfactante utilizado como

dispersante, além de interagdes entre esses compostos.
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Figura 12 Imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura de microparticulas
gelificadas com pectina contendo a mistura lipidica em emuls&o. A e B — com glicose; C

e D — com proteina. Barras = 10um e 100 ym.
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As Figuras 13, 14 e 15, captadas por microscopia laser confocal, mostram as
microparticulas lipidicas e de gel coradas com os corantes Nile red (cor vermelha), nos
lipideos, e FITC (cor verde), nas proteinas. Tanto a proteina como os lipideos foram

coloridos antes da formagao das microparticulas lipidicas e de gel.

Por ser uma técnica de observagdo ndo invasiva, com o seu uso foi possivel
avaliar as morfologias internas das microparticulas lipidicas e gelificadas sem provocar
danos a suas estruturas. Essa técnica vem sendo aplicada em estudos de
microencapsulagado, onde uma consideravel melhora vem sendo notada na observagao
dos componentes que constituem a microparticula [LAMPRECHT et al., 2001;
ZIMMERMANN et al., 2001; MUKAI-CORREA et al., 2005; ALVIM, 2005; PRATA,
2006].

A série 13 (a, b, ¢, e d) representa, respectivamente, a observacao por reflexao a
laser, a proteina corada com o FITC, os lipideos corados com Nile red e a sobreposicao
das imagens, todas efetuadas aproximadamente no meio da altura da microparticula
lipidica. Pode-se notar que os lipideos constituem uma matriz bem formada e
homogénea, com contornos esféricos, e a proteina apresenta-se dispersa

homogeneamente por toda superficie da matriz observada.

Na série 14 e 15 os sistemas de pectina e PE/GE/AL, respectivamente, contendo
emulsdes foram observados pela técnica confocal (a) com proteinas coradas com FITC
(b), lipideos corados com Nile red (c) e a sobreposicao das imagens (d). Por meio
dessas figuras pode-se notar detalhes da distribuicdo das goticulas lipidicas e de
proteina que revelam uma matriz multinucleada, conforme também observado nas
imagens de microscopia Optica (Figura 9). O material lipidico encontra-se distribuido
homogeneamente em toda a estrutura de gel, indicando que a emulséo inicialmente
formada manteve-se bem distribuida nas particulas. Algumas interagcdes do tipo
proteina-polissacarideo, proteina-lipideos, associa¢des hidrofobicas, entre outras,
podem explicar a aparente estabilidade da emulsdo. Segundo BUCHAL & LANGDON
[1998], tanto a fonte de lipideos como as suas misturas podem afetar a estabilidade e
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caracteristicas fisicas de emulsées lipidicas que, por sua vez, influenciam a producao

de microparticulas.

Como ja mencionado em trabalhos anteriores [MUKAI- CORREA et al., 2004], a
inativacdo e lavagem para retirada do excesso do reagente livre, utilizado para a
microscopia confocal, ndo foi efetuada pela possibilidade de alteragdo da
funcionalidade gelificante dos polissacarideos (pectina, gelana e o alginato) e de uma
possivel desnaturacao das proteinas. Essa técnica mostrou-se muito adequada para
observacao, tanto das microparticulas lipidicas quanto as de gel, em relacdo a sua
morfologia e microestrutura, permitindo uma melhor visualizagdo e localizagdo das

proteinas e dos lipideos distribuidos espacialmente nas matrizes.
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Figura 13 Imagens obtidas por microscopia confocal: Microparticulas com parede
lipidica - Nile red (fluorescéncia observada na cor vermelha) contendo proteina -FITC
(fluorescéncia na cor verde). A — Observacéo por transmitancia (DIC); B — proteina —
FITC; C — microparticulas lipidicas - Nile red e D — sobreposicdo de B e C. Barras =

S50um.
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Figura 14 Imagens obtidas por microscopia confocal: Sistema pectina (sem
coloracao) contendo emulsao lipidica - Nile red (fluorescéncia observada na cor
vermelha) com proteina - FITC (fluorescéncia na cor verde). A — Observagdo por
transmitancia (DIC); B — proteina-FITC; C — microparticulas lipidicas- Nile red e D —
sobreposicao de B e C. Barras = 50um.
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Figura 15. Imagens obtidas por microscopia confocal: Sistema pectina/gelana/alginato
(sem coloracéo) contendo emulsao lipidica - Nile red (fluorescéncia observada na cor
vermelha) com proteina - FITC (fluorescéncia na cor verde). A — Observagdo por
transmitancia (DIC); B — proteina - FITC; C — microparticulas- Nile red e D —

sobreposicao de B e C. Barras = 50um.
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3.1.7 Perfis de liberacao

A Figura 16 mostra o perfil de liberagdo das microparticulas lipidicas contendo os
compostos hidrofilicos (proteina e glicose) durante 240 minutos de imersao em agua.
Observa-se que a liberagao de glicose foi linear (Y=0,170 x+10,93 — R? 0,9625) durante
o tempo estudado, apresentando valores de aproximadamente 20, 30 e 50%, apo6s 30,
120 e 240 minutos, respectivamente. ONAL & LANGDON [2000] sugerem que o padrao
desejavel de liberacao para microparticulas lipidicas suspendidas em agua seja de
ordem zero, para manter uma taxa fixa de liberacdo dos compostos retidos. O padrao
de liberacao linear ou de ordem zero significa que a quantidade de material que é
liberada das microparticulas por unidade de tempo € constante e independente da
concentracdo de material de recheio. Esse tipo de liberacdo é geralmente controlado
pela parede da microparticula e por suas propriedades [ONAL & LANGDON, 2004].
Uma equacéo de regressao linear foi mais bem descrita para o perfil de liberacdo de
microparticulas lipidicas compostas de metil palmitato+monopalmitato de sorbitana+etil
celulose, indicando uma liberacao de ordem zero [ONAL & LANGDON, 2004].
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Figura 16. Liberacdo das microparticulas lipidicas em sistema aquoso em funcao do
tempo. Sistemas contendo proteina ou glicose.
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A liberacdo de proteina foi significativamente maior (p<0,05) e né&o linear (Y=-
0,0003 x°+0,096 x+57,88 — R® 0,9354), em relacdo & glicose, sendo praticamente
constante durante o periodo estudado, com 60% de proteina liberada nos primeiros 30
minutos. Era esperado que a glicose apresentasse maior liberacdo frente a proteina
utilizada (isolado protéico de soro de leite), em razdo de sua alta solubilidade e baixa
massa molar (180Da). Entretanto, a liberacdo da proteina pode ter sido influenciada
pela sua interagdo com o surfactante e com a mistura lipidica utilizada, de acordo com
que afirmam segundo NOKHODCHI et al. [2002]. Diferencas entre a concentracao de
glicose e proteina encapsulada também podem ter influenciado o perfil de liberacéo das
microparticulas [DUBERNET et al., 1990; ONAL e LANGDON, 2004]. ALVIM [2005]
observou um comportamento semelhante, com liberacdo de 80% de proteina, utilizando
mesma fonte protéica em matrizes lipidicas constituidas de gordura vegetal
hidrogenada, acido estedrico e tensoativos. LANGDON & ONAL [2004] obtiveram uma
retencdo de 34% de glicina ap6s 1 hora de imersdo em agua, de microparticulas

lipidicas produzidas com 6leo de savelha.

A liberacdo dos compostos (glicose e proteina) retidos em microparticulas
lipidicas, ou emulsao lipideo-proteina encapsulados nas matrizes de gel, sdo mostrados
na Figura 17. Pode-se observar, nos primeiros 30 minutos, que houve pouca liberagéo
(~10%) dos compostos, sem diferencas significativas (p>0,05) entre os tratamentos
estudados, exceto para o sistema PEGEAL, que apresentou a menor liberagdo (~5%).
Ap6s 60 minutos, os sistemas contendo microparticulas lipidicas apresentaram um
perfil de liberacdo significativamente maior (p<0,05) para os compostos estudados.
LANGDON & ONAL [2005] encontraram altas taxas de liberagdo de amino&cidos livres
em microparticulas preparadas com mistura lipidica e zeina (87%, apds 2 minutos de

suspensao aquosa), se comparadas as preparadas com microparticulas lipidicas (56%).
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Figura 17. Liberacao (%) da glicose (gly) e da proteina (wpi) retida em microparticulas

lipidicas ou em emulséo lipideo+proteina (wpi-EM) encapsuladas em matrizes de gel,

ao longo do tempo. A — sistema co

m pectina; B — sistema com pectina/gelana/alginato.
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Comparando-se os sistemas gelificados, nota-se uma reducéo da liberacao dos
compostos encapsulados nas matrizes produzidas com a mistura PEGEAL. Resultados
semelhantes de ordem de liberagdo, com maior liberacao para o sistema com matrizes
formadas com pectina do que aquelas formadas com uma mistura de polissacarideos,
foram observados em trabalhos anteriores [MUKAI-CORREA et al, 2005], onde 90% da
proteina encapsulada foi retida durante o mesmo periodo estudado. Analisando e
comparando os resultados obtidos neste estudo e os obtidos por MUKAI-CORREA et
al. [2005], a concentracdo de polissacarideos usada para producao das microparticulas
neste estudo mostrou maior influéncia nas caracteristicas de liberacao da mistura

PEGEAL que a concentragao polissacaridica utilizada anteriormente (1%).

Segundo MESTDAGH & AXELOS [1998], tanto a concentracdo de
polissacarideos e de ions célcio como a forca ibnica e o pH determinam a cinética de
formacao do gel que influenciam diretamente o volume, estabilidade e porosidade das
particulas formadas e, através disso, a difusdo dos compostos encapsulados. Por outro
lado, quando polissacarideos sdo misturados, podem produzir diferentes tipos de
estruturas [CAIRNS et al,1987], o que pode melhorar as caracteristicas do gel

resultante.

O efeito burst, geralmente observado no comportamento de liberagdo para este
tipo de microparticulas, atribuido ao material encapsulado, que se encontra proximo ou
na superficie da microcapsula, aparentemente nao ocorreu nos dois tipos de

microparticulas de gel estudados.

As microparticulas de gel, contendo microparticulas lipidicas, formadas com o
sistema de pectina mostram um perfil de liberacdo da glicose muito parecido (com
mesma grandeza) com o produzido pelas microparticulas lipidicas, contendo o mesmo
composto. Todavia, o perfil de liberacao protéica teve uma reducado de 60% quando as
microparticulas lipidicas foram encapsuladas nas matrizes de gel. O mesmo
comportamento foi observado por LANGDON & BUCHAL [2005], que atribuiram o
comportamento, as diferencas de caracteristicas das matrizes lipidicas. Outra hipbtese

seria a relagdo com o tamanho dos poros das microparticulas de gel e sua influéncia no
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perfil de liberagdo, uma vez que a molécula de glicose, por ser de pequeno tamanho,
nao encontrou restricbes no processo de difusdo para o meio aquoso, enquanto, 0
mesmo pode nao ter ocorrido para as proteinas presentes no isolado protéico de soro
de leite, com maior tamanho, em relagdo a molécula de glicose. Dessa maneira, a rede
de gel formada nas microparticulas pode nao ter sido eficiente para retardar ou conter a
difusdo de glicose, incorporada nas microparticulas lipidicas, para 0 meio aquoso,
enquanto que, as moléculas de proteinas podem ter encontrado alguma dificuldade
para difundir-se, explicando o perfil de liberacdo observado.

A liberacao da glicose a partir das microparticulas de gel que utilizaram lipideos
na forma de emulsdo ndo pode ser observada em razédo da dificuldade de reter esse
composto nesse tipo de matriz (valores de eficiéncia de encapsulacao <3%) (Tabela 8),
inviabilizando os experimentos de liberacao.

A Figura 18 mostra os perfis de liberacdo das microparticulas secas formadas
com pectina e a mistura PEGEAL. Observa-se que ambos os sistemas apresentaram
praticamente os mesmos perfis de liberacdo, quando comparados aos sistemas
hidratados, com um pequeno aumento na liberacdo (~10%) dos compostos durante o
tempo estudado. A diferenca observada pode estar relacionada a possibilidade de
algum tipo de dano fisico causado pela secagem da matriz, ou ainda, pela rapida
entrada de 4gua na matriz. Em estudos conduzidos anteriormente por MUKAI-CORREA
et al. [2004], utilizando os mesmos polissacarideos pectina e a mistura PEGEAL em
menores concentracoes (1%), a secagem reduziu a liberagcdo em relacéo as particulas
umidas quando a gordura vegetal hidrogenada foi utilizada em grande concentragcédo na
formulacdo, atribuindo-se o comportamento a integridade da microcapsula e a adicao
de grande quantidade de gordura na formulacdo utilizada para fabricacdo das

microparticulas.

De acordo com os resultados obtidos, acredita-se que a introdugcéo de gordura
parece influenciar fortemente o comportamento de liberagdo de matrizes
polissacaridicas produzidas por gelificagdo ibnica, conforme também observado por
MUKAI-CORREA et al. [2004]. Da mesma maneira, a quantidade de material de
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recheio, de ions e de polissacarideos utilizados nas microparticulas pode determinar
diferentes eficiéncias de encapsulacédo e perfis de liberacdo. O tipo e a maneira pela

qual esses lipideos sao incorporados em matrizes de gel também podem influenciar o

comportamento de liberagao.
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Figura 18. Liberacdo (%) de microparticulas secas contendo glicose (gly) ou proteina
(wpi), retidas em microparticulas lipidicas ou em emulsao lipideo+proteina (wpi-EM), ao

longo do tempo. A — sistema com pectina; B - sistema com pectina/gelana/alginato.
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4. CONCLUSOES

O planejamento experimental possibilitou a otimizacao do processo de producéo
de microparticulas lipidicas, nas condicbes estudadas, resultando uma proporcao de
70/30, para gordura de peixe e acido estearico, respectivamente, e concentracoes de
solucdes de 65% para glicose e 40% para proteina.

Através da eficiéncia de encapsulacao, tamanho, morfologia e perfis de liberacéao
observados, as microparticulas lipidicas podem ser uma alternativa para encapsular

compostos sollveis de baixa massa molar.

Os sistemas modelos compostos pelas microparticulas gelificadas contendo a
mistura lipidica e os compostos hidrofilicos na forma de emulsdo parecem ser mais
eficientes que os preparados com microparticulas lipidicas, de acordo com a morfologia
e perfis de liberacao (<10%) observados.

Na comparagao entre os sistemas gelificados, as matrizes produzidas com a
mistura PEGEAL apresentaram uma reducdo da liberagdo dos compostos
encapsulados.
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CAPIiTULO 3

DESENVOLVIMENTO E AVALIACAO DE DIETAS MICROPARTICULADAS PARA
LARVAS ALTRICIAIS DE PEIXE.

RESUMO

O presente estudo foi dividido em duas partes. Na primeira foi realizado o preparo de
duas dietas experimentais microparticuladas por gelificacao idnica, utilizando pectina e
ions calcio. Elas foram otimizadas em relacdo ao conteudo de proteinas, lipideos e
matéria seca, numa tentativa de alcancar o perfil nutricional equivalente ao dos nauplios
de Artemia; e caracterizadas em relacdo a sua composi¢cdo, tamanho, hidratacao,
morfologia, eficiéncia de encapsulagéo e liberacao/retencédo das proteinas. O preparo
das dietas envolveu a obtencao e caracterizagao da gordura de peixe (pacu - Piaractus
mesopotamicus), concentrado protéico de peixe (tilapia — Oreochromis niloticus) e dos
nauplios de Artemia, utilizados na composicdo das dietas. Na segunda parte, a
eficiéncia das dietas foi avaliada em experimentos in vivo, por meio de respostas de
crescimento e sobrevivéncia utilizando larvas de pacu (Piaractus mesopotamicus), e in
vitro pela digestibilidade dos compostos protéicos encapsulados. A obtencdo dessas
dietas tem como objetivo reduzir o uso do alimento vivo durante o estagio larval de
peixes altriciais. Os resultados mostraram baixa oxidacao lipidica e alto teor de acidos
graxos saturados na gordura do pacu. A maioria das proteinas possuia baixa massa
molar (<16 kDa), com grande quantidade de amino&cidos polares ionizados e nao-
ionizados no concentrado protéico de peixe. A produgcdo das dietas microparticuladas
DM (somente proteina de peixe) e DMA (75% de proteina de peixe e 25% de nauplios
liofilizados) foi bem sucedida, apresentando altos valores de eficiéncias de
encapsulacao (> 97%) e perfis de composicao protéica, lipidica e de matéria seca, mais
baixos que os dos nauplios de Artemia (alimento vivo). A distribuicdo de tamanho foi de
12 a 700 um (compativel com alimento vivo), apresentando boa formacao das matrizes,
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com formas variadas, conteudo multinucleado e distribuicdo uniforme. A integridade
apds reabsorcao de agua foi mantida pelas microparticulas, que apresentaram baixas
liberagdes (10% para microparticulas secas). Os ensaios in vivo e in vitro mostraram
boa digestibilidade da massa protéica das dietas, manutencao da taxa de crescimento e
razoaveis valores de sobrevivéncia (~50%), porém, ainda nao suficientes para suportar
um crescimento similar ao alcancado quando se utilizou alimento vivo. Todas essas
caracteristicas tornam essas microparticulas potenciais para estudos futuros de
substituicdo do alimento vivo por dieta inerte. Os resultados de crescimento e
sobrevivéncia, combinados com os de digestibilidade in vitro, de composicao de
aminoacidos e perfil eletroforético do concentrado protéico de peixe forneceram
informacdes importantes para o desenvolvimento de microparticulas mais adequadas a

alimentagao de larvas.
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DEVELOPMENT AND EVALUATION OF MICROPARTICULATED FEEDS FOR
ALTRICIAL FISH LARVAE

ABSTRACT

This study was divided into two phases.. In the first, two emulsified
microparticulated diets were produced using ionic gelation (pectin plus calcium ions).
The approach was to mimetic the composition of Artemia nauplii with respect to the
content of proteins, lipids and dry matter. The particles were characterized as follow:
average size, sweeling capacity, morphology, encapsulation efficiency and proteins
release/retention properties. To produce the fish feeds, first were obtained: fish fat, fish
protein concentrate plus nauplios of Artemia used inside the formulations. In the second
step, the microparticulated diets were evaluated in vivo, measuring survival and growing
using larval fish pacu (Piaractus mesopotamiicus). Also in vitro, digestibility of the feed
fish were measured with respect to the protein fraction of the feeds. The results had
shown low oxidation level considering the lipidic fraction and high level of saturated fatty
acids. Eletrophorisis thecnique allowed to identify low molecular size (< 16 kD)
considering the protein fraction. The diets production DM (only fish protein) and DMA
(75% fish protein and 25% liofilized nauplii) were successful, showing high
encapsulation efficiency (> 97%) and was lower than the Artemia composition. Size
range was from 12 — 700 um, showing multivarieted and homogeneous core distribution.
After drying and swelling, microparticles presented low release profiles (< 10%)
considering the protein fraction. In vivo and in vritro assays showed razonable
digestibility, growing rates and also survival rates. However the microparticles could not
sustained the same growing profile obtained when Artemia was used as the source of
feed (alive feed). The results indicated that these particles can be improved as

substitutes for live food (Artemia).
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1. INTRODUGAO

A dependéncia do fornecimento de alimento vivo (rotiferos, nauplios de Artemia),
como alimentacgao inicial é o fator mais importante em uma larvicultura intensiva, em
que os custos de producdo contabilizam uma proporcédo significativa dos custos
operacionais totais na larvicultura [LANGDON, 2003; JOMORI et al., 2005]. Assim, a
substituicdo total ou parcial desses organismos vivos por dietas inertes torna-se crucial
para reducdo dos custos de producdo, bem como para manter a qualidade e a
producéo constante das larvas.

Diversas microparticulas tém sido desenvolvidas para varias espécies de peixes,
numa tentativa de substituir o alimento vivo [LAZO et al., 2000; TAKEUCHI et al., 2001,
YUFERA et al, 2000, 2003; LANGDON, 2003]. Esse procedimento apresenta
caracteristicas muito interessantes, como a possibilidade de entregar a dieta integra a
larva, evitando problemas de lixiviacdo de nutrientes e deterioragcdo da qualidade de
agua dos tanques, entre outras. Entretanto, a completa substituicdo do alimento vivo se
tem mostrado limitada, sendo os resultados negativos atribuidos a uma variedade de
fatores, como a baixa ingestao das dietas, pobre desenvolvimento do trato digestorio,
inadequada composicao nutricional entre outros [KOLKOVSKI et al.,1997].

Diversos aspectos devem ser focados para o desenvolvimento das dietas, tanto nas
caracteristicas fisico-quimicas: liberacdo/retencao dos nutrientes, textura, cor, tamanho
e densidade; como nos aspectos ligados a sua composicao: palatibilidade e qualidade
dos ingredientes empregados, disponibilidade e balango nutricional adequado
[TESHIMA et al., 2000]. Também devem ser considerados o comportamento da larva
ante dietas inertes e estudos fisiolégicos da digestdo [KOLKOVISKI, 2001; CAHU e
ZAMBONINO-INFANTE, 2001; ONAL & LANGDON, 2004; OSTASZEWSKA et al.,
2005].

Adicionalmente, a maioria das microparticulas foram desenvolvidas com o intuito de
conter uma alta quantidade de proteinas e de matéria seca, como as produzidas por
BASKERVILLE-BRIDGES & KLING [2000]. No entanto, KOLSKOVSKI [2001] acredita

que a dificuldade de a larva digerir as dietas esta relacionada, principalmente, a
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quantidade de matéria seca (60 a 90%) presente na maioria delas, muito diferente do
alimento vivo (cerca de 12%).

A técnica de encapsulacao por gelificacao i6nica é simples e de baixo custo, onde
uma matriz de gel é formada pelo contato de uma solucao de polissacarideos contendo
0s nutrientes com uma solugao iénica, em concentracées adequadas, podendo-se obter
particulas de diferentes formas e tamanhos e com boa capacidade de conteudo.
Estudos utilizando esse tipo de microparticula em larvas de S. aurata e S. senegalensis
mostraram capacidade das larvas para suportar crescimento e sobrevivéncia, exibindo
diferentes estagios de desenvolvimento e comportamento [RIBEIRO et al, 1999;
PARRA e YUFERA, 2001]. Microparticulas desenvolvidas por MUKAI-CORREA et al.
[2005], utilizando a mesma técnica, apresentaram perfis semelhantes de matéria seca,
quando comparados aos rotiferos e Artemia sp, mas niveis de proteina inferiores as
quantidades presentes nos alimentos vivos. Entretanto, o comportamento funcional
apresentado por essas microparticulas, incluindo insolubilidade em agua, altos
rendimentos de encapsulagao, digestibilidade da proteina encapsulada frente a tripsina
(ensaios in vitro) e perfis de liberacdo, com retencao de proteina de quase 90% apéds 4
horas de imersdao em agua, mostraram potencialidade para a substituicado do alimento
vivo. O aprimoramento de formula¢des balanceadas, a avaliacao de liberagdo/retencéao
de compostos hidrofilicos e hidrofébicos de baixa massa molar e ensaios in vivo das
microparticulas sao necessarios para melhorar a retencdo dos materiais encapsulados

e as caracteristicas nutricionais da microparticula diante das necessidades das larvas.

Este estudo descreve a metodologia de preparo, morfologia, distribuicdo de
tamanho, curvas de liberacdo, hidratacdo e digestibilidade in vitro de dietas
microparticuladas feitas por gelificagao ibnica, utilizando matriz de pectina reticulada
com ions célcio. Essas dietas possuem formulagcdo baseada na composicdo de
nauplios de Artemia e tém como objetivo reduzir o uso do alimento vivo durante o
estagio larval de peixes altriciais. Para testar sua eficiéncia foram avaliadas a
sobrevivéncia e o desempenho de crescimento em larvas de pacu (Piaractus

mesopotamicus).
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Preparo das dietas

2.1.1 Obtencao das matérias-primas

A gordura de peixe foi utilizada como fonte lipidica nas dietas e extraida de
exemplares de pacu adulto (Piaractus mesopotamicus) a partir de cortes feitos no corpo
do peixe (eviscerado) em cubos pequenos e imersdo dos pedacos em agua destilada,
aquecida a 80°C, para fusao e liquefacao da gordura. A massa foi prensada e filtrada
para extracao do caldo e separacao de fases: gordura e agua. A a gordura foi retirada
do sobrenadante e novamente aquecida com agua destilada. Ap6s o resfriamento, a
gordura solidificada e foi separada e armazenada em freezer.

O concentrado protéico de peixe usado como fonte protéica foi extraido a partir
de tilapias-do-nilo (Oreochromis niloticus) adultas, variedade Supreme, obtidas no
pesqueiro comercial Planet Fish (Campinas, SP). Os peixes foram abatidos,
eviscerados, filetados e, em seguida, realizada a extragdo das proteinas (pré rigor
mortis), com algumas modificacbes no método de SOBRAL e MONTERREY-
QUINTERO [2000], sem descarte do sobrenadante. A moagem foi feita num cutter e a
pasta foi passada em peneira fina (ABNT 30-0,59 mm), com o intuito de eliminar o
tecido conectivo. A solugcdo resultante, contendo as proteinas sarcoplasmaticas e
miofibrilares foi congelada com nitrogénio (N2) liquido e liofilizada.

Os nauplios foram utilizados como parte da substituicdo da fonte protéica das
dietas e obtidos de cistos de Artemia sp (Inve, Bélgica), hidratados em agua doce por 2
horas em forte aeracédo, submetidos a solucado de hipoclorito de sédio por 5 minutos
(2% wl/v), depois concentrados em peneira (malha 0,25 mm) e lavados em &gua
corrente para remocao do hipoclorito. Os cistos descapsulados foram incubados em
agua salinizada (12 g/L) com forte aeracao e iluminagcao na temperatura de 28°C+0,2,
por um periodo médio de 16 horas, depois concentrados novamente em peneira, sendo
congelados e liofilizados.
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A astaxantina foi utilizada na tentativa de realgar a cor e o sabor das
microparticulas. Foi extraida a partir da casca seca de camardo sete barbas
(Xiphopenaeus kroyeri), fornecida pela comunidade de pescadores da cidade de
Ubatuba (Ubatuba, SP). A extracao foi feita em 6leo de soja, pela adicao de 2 partes de
casca em 1 parte de dleo (p/p), seguindo o método de CHEN & MEYERS [1982]. A
mistura foi agitada e aquecida (90°C) por 30 minutos, centrifugada (12.000 g/4°C/10
min) e frag&o oleosa separada.

2.1.1.1 Caracterizacao da matéria-prima

A gordura de peixe extraida foi analisada em relacdo ao teor de lipideos totais
[BLIGH & DYER, 1959], indice de perdxidos [AOCS NP-90], perfil de acidos graxos em
cromatografia gasosa [A.O.A. C., 1998], umidade e cinzas [A.O.A.C., 1998].

O concentrado protéico de peixe foi analisado em relagdo a composigao
centesimal [A.O.A.C ,1998], solubilidade em agua [MORR, et al., 1993], distribuicao de
massa molar (eletroforese em SDS-PAGE) e composi¢cdo de aminoacidos [WHITE et
al.,1986; HAGEN, et al., 1989].

Os nauplios liofilizados foram caracterizados pela sua composicao centesimal em
proteinas [KJELDAHL, fator 6,25x], lipideos [BLIGH & DYER, 1959], cinzas e umidade
[A.O.A.C ,1998].

2.1.1.2 Perfil de acidos graxos da gordura de pacu

Os acidos graxos foram esterificados com metanol, usando como catalisador o
trifluoreto de boro (BF3). Apds a metilacdo, os ésteres metilicos foram conservados a
4°C, até a sua andlise. O perfil de acidos graxos foi determinado utilizando
cromatografo a gas (CG6000, Veja Serie 2 Carlo Erba) com detector de ionizacdo de
chama (FID) e injetor split. Os compostos foram separados em uma coluna capilar HP -
SIMDIST (15m x 0,53mm x 0,15um, J & W - Scientific) nas condicbes de operacao:
temperatura do detector = 350°C, injetor = 300°C, gas Hélio para arraste = 10

mL/minuto; programacao de temperatura: 140°C, 8°C/min, 360°C/10 min. A composi¢ao
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qualitativa foi determinada por comparac¢ao dos tempos de retencéo dos picos de saida
com o tempo de retengdo do padrao (6leo de algas marinhas comercial - VOTAG, lote
10803V11). A composicao quantitativa foi feita por normalizacdo de éarea, sendo

expressa como porcentagem em massa.

2.1.1.3 Eletroforese em SDS-PAGE

A eletroforese foi feita de acordo com LAEMMLI [1970] e SVASTI & PANIJPAN
[1997], conduzida em gel 10% (SDS-PAGE) a 120 V, com amostras de 0,1img de
proteina dispersas em tampao redutor (Tris-HClI 0,5 M, pH 6,8; 5% de B-
mercaptoetanol; 20% glicerol; SDS 10%; azul de bromofenol 0,1%) e desnaturadas a
95°C por 5 min. A andlise foi conduzida em um sistema miniprotean Il (Biolaboratories
Ltda, cod.165-2940) com gel de 0,75mm de espessura. O gel foi corado em solugéao
contendo metanol (40%), acido acético (10%) e comassie Brilhant Blue - G250 (0,1%),
sendo o excesso de corante removido com a mesma solucdo, sem o corante. As
massas molares das bandas observadas foram estimadas por comparagcao com padrao
de massa molar contendo fosforilase b (97kDa), albumina serina (66 kDa), ovoalbumina
(45 kDa), anidrase carbbnica (29KDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa), lizozima
(16,5kDa) e aprotina (6,5kDa) (padrdes, BIO RAD).

2.1.2 Producao das dietas microparticuladas

Antes do preparo das dietas, foram feitos ensaios preliminares na tentativa de
ajustar a composicao das dietas ao perfil nutricional dos nauplios de Artemia, em base
seca, em relacao ao teor de proteinas, lipideos e matéria seca. Entretanto, tomou-se o
cuidado de manter os mesmos niveis de pectina e solucdo de cloreto de calcio,
responsaveis pela formagao da matriz da microparticulada, utilizados para geragao das
microparticulas em sistemas modelos produzidos anteriormente como protétipos desse

estudo (Capitulo 2).
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Para formac&o da microparticula foi utilizada uma solugéo de pectina (2% p/p) e
uma solucdo de cloreto de calcio dihidratado (2%p/p) contendo proteina em igual
concentracdo ao da solucao formadora das microparticulas. Os recheios foram
compostos por duas dietas experimentais, diferentes na fonte de proteina utilizada. A
dieta denominada DM, continha como fonte protéiica somente proteina de peixe,
enquanto que a dieta DMA foi composta por 80% de proteina de peixe mais 20% de
proteina de Artemia sp como substituta da fonte protéica. Na formulacdo das dietas
também foi considerada tanto a contribuicdo de lipideos presentes no concentrado
protéico de peixe, como o0s provindos da Artemia. As formulacdes das dietas se
encontram na Tabela 13.

Tabela 13. Composicao percentual das dietas experimentais em base seca.

Ingredientes (%) Dietas

DM DMA
Concentrado protéico de peixe 66,0 50,0
Nauplios de Artemia liofilizados - 16,0
Gordura de peixe 8,2 8,2
Acido esteérico @ 3,6 4,0
Astaxantina 0,4 -
Pectina citrica ° 20,0 20,0
Mistura mineral © 1,0 1,0
Outros ° 0,8 0,8

3 4cido estearico (Vetec, Sdo Paulo, Brazil); ® pectina citrica — (baixo teor de metoxilagéo:
26-30%, grau de amidacdo: 15- 21%, Citrus Colloids S/A); © Mistura mineral (Niveis/Kg do
produto) - Fe,40mg; Cu, 8mg; Mn, 70mg; Co, 0,5mg; |, 2mg; Se, 0,2mg e Zn, 50mg.? —
surfactantes: monoestearato de sobitana (S60, Dhaytan, Sdo Paulo), triestearato de sorbitana
(TS60 Dhaytan, Séo Paulo) e poliglicerol polirricinoleato (PGPR - Dhaytan, Sao Paulo).
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As dietas microparticuladas foram produzidas de acordo com MUKAI-CORREA et
al. [2004], com adaptacdes. A solucao polissacaridica e a mistura lipidica (gordura de
peixe/acido estearico: 70/30 p/p, respectivamente) foram aquecidas individualmente a
60°C e combinadas a solucao de proteinas, sendo homogeinizadas (ultraturrax IKA —
14.000 rpm/1 min) e pulverizadas na solucdo ibnica. Apds o banho idnico, as dietas
foram transferidas para uma peneira (ABNT 30 - malha 0,125mm), lavadas com agua
destilada e secas em liofilizador (Edwards Pirani 501). A proteina de peixe foi
previamente solubilizada em pH 4,0 com acido citrico 1N (p/p), seguido de adicao de
Premix (1 g/100 g de solucao). A mistura lipidica teve a adicdo de monoestearato de
sorbitana + triestearato de sorbitana (5g/100 g de lipideos) e a solugdo de pectina
adicao de poliglicerol polirricinoleato (1g/100 g de solucdo ). A dieta DM teve a
substituicdo de 5% da gordura de peixe pelo éleo de astaxantina, numa tentativa de

realcar a cor e 0 sabor dessa dieta.

Para o ensaio de liberacdo das proteinas, as dietas foram separadas em peneira
(ABNT 30 - malha 0,125 mm), sendo utilizada somente a fracao retida na peneira e,
para 0s ensaios de crescimento e sobrevivéncia, as dietas foram fracionadas nos
tamanhos: 150 a 350 um; 350 a 650 um; 650 a 850 um para alimentacao das larvas,
conforme seu estagio de desenvolvimento; e estocadas a - 20°C até o momento da

utilizag&o.

2.1.2.1 Caracterizacao fisico-quimica
2.1.2.2 Composicao centesimal

As microparticulas foram caracterizadas em relacdo ao conteudo total de
proteina, umidade, cinza, segundo A.O.A.C. [1998] e lipidios pelo método de BLIGH &
DYER [1959].
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2.1.2.3 Distribuicao de tamanho e diametro médio

O tamanho das particulas Uumidas foi determinado por microscopia Optica, com
captacdo de imagens por camera digital, usando objetiva 12,5X e optovar 1,25X e a

utilizacdo do programa Global Lab Image e Scion Image (www.scioncorp.com). A

medida do diametro foi feita em 300 microparticulas para cada amostra.

2.1.2.4 Morfologia e microestrutura

As morfologias das microparticulas Umidas e secas foram observadas em
microscépio éptico NIKON (Eclipse E800, Japao), utilizando-se objetivas de 10X e 20X
e captacao de imagens pelo software Image Pro Plus 4.0 (Media Cibernetics, EUA).

A microestrutura das microparticulas secas foi observada em microscopio
eletrénico de varredura (SEM) Jeol (T300, Japao), na voltagem de 10kV. As amostras
foram fixadas, presas em “stubs” e recobertas com uma fina camada de ouro
(40mA/150s) por meio de um evaporador Baltzer (SCD50, Austria).

2.1.2.5 Capacidade de hidratacao

A capacidade de hidratacao foi determinada pela alteragdo do didmetro médio
das microparticulas, apés 30 minutos de imersdao em agua, comparando-se 0S
didmetros das microparticulas hidratadas em relagcdo aos diametros iniciais das
microparticulas secas observadas pela captacdo de imagens em microscoépio éptico.

2.1.2.6 Eficiéncia de encapsulacao e perfil de liberacao

A eficiéncia de encapsulacao (E.E.) foi calculada através da determinacao de
proteina remanescente nas microparticulas, apdés o processo de cura e lavagem,
comparado a quantidade inicial presente na solucdo formadora das microparticulas,

sendo expressa em porcentagem (%,).

O perfil de liberacao das proteinas contidas nas microparticulas Umidas e secas
foi acompanhado pela determinagéo de sua concentra¢ao no sistema aquoso durante o
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periodo de 15, 30, 60 e 120 min. Para os ensaios com microparticulas umidas, pesou-
se 3 g de amostra e, para as microcaparticulas secas, 0,3 g. As amostras foram
colocadas em tubos com tampa, seguida de adicdo de 20 mL de agua destilada e
agitadas em agitador rotativo de tubos Phoenix (AP22), na velocidade de 20 rpm/min.
Nos tempos definidos anteriormente, o material foi filtrado, determinando-se a
quantidade de proteina (Kjeldahl, fator 6,25X) presente na solucdo. Os ensaios foram
feitos em triplicata, utilizando tubos individuais para cada tempo.

A proteina liberada foi calculada pela quantidade determinada em cada tempo de
liberacao, em relacao ao valor de proteina inicial presente na massa da microparticula,

em base seca e expressa em porcentagem.

2.1.3 Ensaios in vivo e in vitro
2.1.3.1 Desempenho de crescimento e sobrevivéncia larval

Os ensaios biolégicos foram conduzidos no Laboratério de Nutricdo de
Organismos Aquaticos do Centro de Aquicultura da Universidade Estadual Paulista
(UNESP), campus Jaboticabal, SP. Larvas de pacu provenientes de um unico casal de
reprodutores, obtidas por reproducéao induzida, foram estocadas em tanques (100 litros)
com aeracao e circulacdo de agua continua, pH médio de 8,1+0,3 e temperatura de
29,511 °C, na densidade de 5 larvas/L, totalizando 500 larvas/tanque, e alimentadas a
vontade com nauplios de Artemia até alcancarem peso médio de 10 mg [JOMORI,
2005]. Apos esse periodo, as larvas foram contadas individualmente e distribuidas em
20 tanques de polietileno, na densidade de 10 larvas/L, totalizando 300 larvas/tanque.
Os tanques eram abastecidos com agua proveniente de pogo artesiano, em fluxo
continuo, aeracgao artificial constante, com temperatura média de 30+2°C. O ensaio foi
conduzido em delineamento inteiramente casualizado, constituido de 5 tratamentos
com 4 repeticoes e duracao de 25 dias. Foram testados os seguintes tratamentos: A -
larvas alimentadas somente com nauplios de Artemia recém eclodidos, Instar | (controle
positivo); J - larvas mantidas em jejum por todo o periodo experimental (controle
negativo); DM - larvas alimentadas com a dieta DM; DMA - larvas alimentadas com a
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dieta DMA; DMC - larvas alimentadas com dieta comercial (dados fornecidos pelo
fabricante: tamanho: 400 e 700um, 55% de proteina, 10% de lipideos e 13% de cinzas).

O experimento teve inicio com a substituicdo do alimento vivo pelas dietas
microparticuladas (tratamentos DM, DMA e DMC), com excecao do tratamento A, que
recebeu o alimento vivo durante todo o periodo experimental. A substituicao foi feita por
meio de uma fase de alimentacédo conjunta de nauplios de Artemia + dieta por 3 dias
consecutivos, com inicio de 2000 nauplios/Larva, e diminuigdo gradual do alimento vivo,
até sua substituicao total (1500 nauplios/Larva no 2° dia, 500 nauplios/Larva no 3°dia).
A quantidade de dieta administrada nessa fase foi de 4mg/Larva. Apds a transicao
alimentar, a quantidade de Artemia e dieta fornecidas as larvas foi corrigida a cada 5
dias, com aumento de 1000 nauplios/larva para o tratamento A (inicio de 2000
nauplios/larva) e 2 mg de dieta/Larva para os tratamentos DM, DMA e DMC. A
quantidade de dieta fornecida foi calculada baseada no peso seco do nauplio (0,2 pg) e
na quantidade em peso oferecida de nauplios. A por¢éo alimentar total diéria foi dividida
em 5 refeicbes diarias. Os tanques eram sifonados diariamente para retirada dos
residuos remanescentes em seus fundos. A temperatura era monitorada diariamente
pela manha e a tarde e, periodicamente, os valores de pH, oxigénio dissolvido e
condutividade da agua.

O desempenho de crescimento das larvas foi avaliado através de quatro
biometrias realizadas no 1°, 7°, 12° 19°, 25° dias de experimento, com amostras de 20
larvas por tanque, medindo-se o comprimento total (mm) e o peso individual (mg). No
primeiro dia de experimento foi realizada uma biometria com 50 larvas e no 25° dia, a
ultima biometria, precedida pela contagem total das larvas remanescentes em cada
repeticdo, para determinagdo da taxa de sobrevivéncia, biomassa final e taxa de

crescimento especifico (TCE), conforme as seguintes expressoes:

Taxa de sobrevivéncia = n° final de larvas x 100/n° inicial de larvas - n° de

larvas sacrificadas para analises;
TCE =100 x ((Ln peso final — Ln peso inicial)/periodo em dias);

Biomassa = numero final de sobreviventes x peso médio final
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Para medida do comprimento utilizou-se microscépio estereoscopico (SZ51,
Olympus, Japao), dotado de ocular micrométrica e paquimetro digital, e, para avaliacao
do peso dos animais, a balancga analitica.

2.1.3.2 Taxa de ingestao

A taxa de ingestao, definida como a incidéncia de larvas que comeram as dietas
microparticuladas, foi determinada pela observacdo do contetudo do intestino de 10
larvas, por intermédio de um microscépio 6ptico (CX31 Olympus, Japao), pela deteccéao
da presenga ou auséncia das dietas. A avaliagdo foi feita em 3 etapas de
desenvolvimento: | — larvas com 6mg de peso; Il — larvas com 15mg; Il — larvas com 25
mg de peso. As larvas eram colocadas em recipientes opacos (10
larvas/120mL/unidade), submetidas a um jejum de 12 horas e depois oferecidas, em
recipientes distintos, as dietas DMC, DMA e DM a vontade. Apdés 30 minutos, as larvas
foram sacrificadas e analisadas, sendo a taxa de ingestdo expressa pela porcentagem
de larvas que ingeriram a dieta, no periodo de 30 minutos.

2.1.3.3 Digestibilidade in vitro

A digestibilidade das amostras foi avaliada pelo grau de hidrélise da proteina
(LEMQOS et al., 2004; NANKERVIS e SOUTHGATE, 2006), com o uso de mistura de
enzimas comerciais: tripsina (Sigma T0134), quimiotripsina (a-quimiotripsina, Sigma C-
4129); e o uso de um titulador automatico (pHStat - Mettler Toledo DL25). As enzimas
foram dispersas em agua deionizada gelada (1,6 mg de proteina/mL de tripsina e
3,1mg/mL de quimiotripsina), mantidas em banho gelado até o momento de seu uso e o
pH ajustado para 8,0 com solugdo NaOH 0,1N. Antes de iniciar a reacao de hidrélise,
as amostras foram dispersas em 50mL de agua destilada (6,25mg de proteina/mL), o
pH ajustado para 8,0 (solucdo NaOH 1N), e depois mantidas por 1 hora sob agitacéo. A
hidrélise teve inicio com a adicdo de 5 mL da solugdo de enzimas e foi interrompida
apds 60 minutos de corrida. A temperatura foi de 30°C e todas as medidas feitas em
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triplicata. O grau de hidrdlise foi calculado segundo ADLER-NISSEN [1986], pela
equacao:

B
h XIOO =X—]V”
MPxaxh

total

GH =

total

onde hiz € 0 NUMero total de ligagdes peptidicas antes da hidrélise, B € o volume do
alcali consumido (mL), N, é a normalidade da solugdo do alcali (N), MP é a massa

protéica do substrato (g) e a € a média dos grupos a-NH. liberados durante a hidrélise.

2.1.4 Analise estatistica

Para verificar diferencas significativas entre os valores obtidos para os perfis de
liberagao protéica, para digestibilidade in vitro e para os resultados de crescimento e
sobrevivéncia, utilizou-se ANOVA através do programa Statistica® 5.5 (Statsoft, Tulsa,
OK, USA). Nos resultados que apresentaram diferencas significativas (P<0,05), as
médias foram avaliadas pelo teste de Tukey. Todas as varidaveis biométricas foram
submetidas ao teste de Barlett para verificagdo da homocedasticidade das variancias.
Os dados de sobrevivéncia sofreram transformacdo y = arc senvVx/100, onde x foi o

valor da porcentagem de sobrevivéncia.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Caracterizacao da matéria-prima
3.1.1 Gordura de peixe

As andlises realizadas na gordura de peixe mostraram condi¢des satisfatorias
para o seu uso como fonte nutricional lipidica. Como mostra a Tabela 14, o indice de
peréxido que mede o estado de oxidacdo de Oleos e gorduras foi baixo (2,5%),
indicando pouca oxidagéao da gordura.

Tabela 14. Caracterizacéo do Indice de peréxido (mg/100g), cinzas (%) e umidade (%)
da gordura de pacu extraida. Valores médios e respectivos desvios padréo.

Analise Resultados
Indice de peréxido(mg/100g) 25+0,4
Cinzas (%) 0,02 £ 0,01
Umidade (%) 55+0,3

O perfil de &cidos graxos, conforme a Tabela 15, apresentou alto teor de acidos
graxos saturados em sua composicao (34,8%), com maior quantidade do &acido
palmitico (22%). Os acidos poliinsaturados foram representados pela maior parte dos
acidos linoléico (15%) e linolénico (1,5%) e os &cidos graxos altamente insaturados
aparecem em quantidade muito pequena (valores individuais menores do que 1%).
Resultados semelhantes para a composicdo de acidos graxos do pacu foram
encontrados por MAIA et al. [1995].

De acordo com PORTELLA et al. [2002], os peixes de agua doce necessitam
tanto de acidos graxos da familia dos linolénicos (LNA, 18:3 n-3) como dos linoléicos
(LA, 18:2 n-6) e araquidénico (AA, 20:4 n-6) e, a partir deles, sintetizam, por

dessaturacao, os acidos graxos 6mega-3, principalmente o EPA, para suprir seus
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requerimentos [SARGENT et al., 1999]. No caso do pacu, o acido graxo linoléico é

considerado essencial.

Tabela 15. Perfil de acidos graxos dos lipideos totais da gordura de pacu. Os valores

médios foram obtidos a partir da duplicata da amostra e expressos em porcentagem de

area.

L Gordura
Acidos Nomenclatura Pacu
graxos (%)

14:0 Miristico 1,5+0,02
15:0 Pentadecaendico 0,2+0,01
16:0 Palmitico 22+0,1
16:1n-7 Palmitoléico 5,4+0,02
17:0 Margarico 0,5+0,01
17:1 Heptadecaendico 0,3%+0,02
18:0 Estearico 10,1+0,05
18:1n-9 Oléico 38,2+0,1
18:2n-6 Linoléico 15,0+0,08
18:3n-3 Linolénico 1,5+£0,04
20:0 Araquidico 0,2+0,02
20:1n-9 Gadolénico 1,3+0,02
20:2n-6 Eicosadiendico 0,7+0,02
20:3n-9 Eicosatriendico 0,9+0,01
20:4n-6 Araquidonico 0,7+0,02
20:5n-3 Eicosapentaendico 0,30+0,01
22:6n-3 Docosahexaenoico 0,2+0,01
22:5n-6 Docosapentaendico 0,1+0,01
| saturados 34,8
monoinsaturados 43,6
poliinsaturados 18,5

3.1.2 Concentrado de proteinas de peixe (CPP)

O CPP mostrou boa concentracao de proteinas (77%) e uma quantidade de
gordura (4,78%) geralmente encontrada em concentrados protéicos de peixe. Segundo
CANDIDO [1998] e SOBRAL & MONTERREY-QUINTERO [2000], a composi¢do dos
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concentrados protéicos de peixe pode variar amplamente, dependendo do tratamento a
que sao submetidos, cujos valores esperados variam de 0,5 até 5,0% de gordura total.
Baixos valores lipidicos e altas concentracdes de proteinas sdo alcancados quando ha
a remocao da gordura com o uso de solventes, entretanto, essa técnica nao foi
utiizada. Além disso, a remocdo da gordura poderia alterar as caracteristicas
organolépticas, como cheiro e sabor, do concentrado protéico de peixe e, por sua vez,
das dietas microparticuladas. Adicionalmente, a gordura oriunda desse concentrado
ainda poderia complementar o balanco nutricional como fonte lipidica.

A Figura 19 ilustra o perfil de aminoacidos obtido do concentrado protéico de
peixe e o padrdo de aminoacidos considerados essenciais em dietas para larvas de
peixes, segundo BASKERVILLE-BRIDGES [2000]. Em comparagdo ao padrdao de
aminoacidos considerados essenciais, 0s presentes no concentrado protéico
apresentaram valores superiores ao padrdao, com excecdo dos valores de leucina,
valina e triptofano, ndo determinado neste estudo. Os resultados do aminograma
indicam uma grande quantidade de aminoacidos polares ionizados (arginina,
asparigina, glutamina, histidina e lisina) e n&o-ionizados (acido aspartico, cisteina,
glicina, treonina e serina), com maiores concentracdes presentes de treonina (7,6 %),
arginina (6,0%), acido aspartico (5,68) e cistina (5,51%). Segundo SOBRAL &
MONTERREY-QUINTERO [2000], esses aminoacidos sao responsaveis pela
hidrofilicidade das proteinas e contribuem para a alta solubilidade em &agua em
condicbes de baixo pH. A curva de solubilidade obtida, apresentada na Figura 20,
indica que uma maior solubilidade das proteinas do concentrado protéico de peixe foi
observada em condic¢des de baixo pH (<4,0).

A maior solubilidade em agua das proteinas do concentrado foi observada em pH
3,5, atingindo valores préximos de 60%. Uma solubilidade minima foi observada no pH
5,5 e, acima dessa faixa de pH, observou-se um ligeiro aumento da solubilidade,
indicando que pH 5,5 representa proximidade do ponto isoelétrico. Os resultados
apresentados por CANDIDO et al. [1998] e SOBRAL & MONTERREY-QUINTERO
[2000], também mostraram um perfil semelhante de solubilidade para proteinas
miofibrilares obtidas a partir de tilapias.
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1 | W cPP
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ISO LEU MET CYSPHE TYR TRH TRP VAL LYSARG HIS ALA ASP GLU GLY PROSER
AMINOACIDOS

Figura 19. Perfil de aminodacidos totais (g/100 g de proteina) do concentrado protéico
de peixe (CPP), comparado ao padrao utilizado em dietas para larvas de peixe
[BASKERVILLE-BRIDGES 2000]. As barras indicam os desvios padrdo obtidos da

triplicata da amostra.
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Figura 20. Solubilidade em agua (%) do concentrado de proteinas liofilizado em fungéo
do pH.
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A Figura 21 mostra as bandas protéicas observadas do concentrado protéico de
peixe e de um padrao de proteinas correspondentes as massas molares obtidas por
eletroforese em gel de poliacrilamida. O perfil das amostras (1 e 2) do concentrado
indicou a presenca de diversas bandas protéicas, identificadas com as letras: a, b, c, d,
e, f, g, h, e i. Comparando-se o perfil apresentado das amostras 1 e 2 ao perfil do
padrdo de proteinas, podemos observar duas bandas protéicas, identificadas como a e
b, situadas entre 97 kDa (padrao fosforilase b) e 66 kDa (padrao albumina sérica). A
banda protéica c parece ter uma massa molar de 45kDa, similar ao padrao ovoalbumina
e a banda d massa molar entre 20kDa (padrao inibidor de tripsina) e 16,5 kDa (padréao
lisozima). As bandas e, f, g, h e i, apresentam massas molares entre 16,5 kDa e 6,5
kDa (padrao aprotina). A maior parte das fragcdes protéicas das amostras do
concentrado parece ser de baixa massa molar, pois apresentam maior intensidade das
bandas, entre 16,5 kDa e 6,5kDa. De modo geral, a massa molar das proteinas variou
de 6,5 kDa a 97kDa.

1 Y4 P
! il
a=— 11 «— fosforilase b
b=—1 «— albumina serina
c=— : *— ovoalbumina

44— anidrase carbdnica
<+— inibidor de tripsina

‘ «— lizozima

=T Qo O
ARIn
ﬂ*.'

- aprotina

Figura 21. Eletroforese em gel SDS-PAGE do concentrado protéico de peixe: 1 e 2 —
amostras do concentrado protéico; P - padrées de peso molecular; a,b,c,d,e,f,g,h e i —
bandas protéicas observadas.
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3.2. Producao das dietas
3.2.1 Caracterizacao fisico-quimica

Como mencionado no item 2.1.2., ensaios preliminares foram feitos no sentido
de estudar-se a capacidade de armazenar proteinas nas microparticulas, através de
sistemas que produzissem uma boa eficiéncia de encapsulacao. Os ensaios utilizaram
a mesma proteina estudada nos sistemas modelos (Capitulo 2), isolado protéico de
soro leite, como modelo de proteinas. Apos essa etapa, foi feito o ajuste, em relacéo a
quantidade de matéria seca, lipideos, carboidratos e sais minerais, baseado na
composicao centesimal dos nauplios de Artemia sp. Os resultados obtidos podem ser
observados na Tabela 16. Quando foi empregada uma concentragdo de proteina para
fabricacdo da microcapsula de 50% (MC50), obteve-se valores de eficiéncia de
encapsulagcéo (E.E.) de proteinas inferiores a 60%. O mesmo efeito foi observado
quando a concentracao de proteina foi elevada para 60% (MC60), apresentando valor
da E.E. de 50%, indicando que pelo menos metade da proteina foi perdida durante o
processo de fabricagdo das microparticulas.

Tabela 16. Valores médios percentuais de eficiéncia de encapsulagao (E.E.), proteinas,
lipideos e matéria seca total. O valor estimado (V.E) representa o valor teérico do
composto (proteina, lipideo ou matéria seca) na formulacdo e o valor experimental

(EXP) representa o resultado obtido dos ensaios em triplicata.

Proteina (%) Lipideos (%) Matéria seca (%)

Ensaio E.E.
V.E EXP V.E EXP V.E. EXP

MC50*" 59,3 50 29,67+0,25 20 28,39+0,06 10 7,01+0,08
MC60** 50,1 60 30,05+0,15 20 27,59+0,01 10 8,62+0,08
MC65* 934 65 60,72+0,19 15  18,84+0,01 10 10,03+0,16

*I MC50 = microparticulas preparadas com 50% de proteina total. ** MC60=
microparticulas preparadas com 60% de proteina total. **> MC65= microparticulas
preparadas com 65% de proteina total na solugdo formadora das micropaticulas e na

solucao ibnica.
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Ja no ensaio com a adicdo da proteina na solugédo ibnica (MC65) em igual
concentracdo a solugcdo formadora das microparticulas a E.E. mostrou-se alta, maior
que 90%, mantendo também os niveis de lipideos e matéria seca muito proximos do
valor estimado (calculado). Assim, a formulacao do ensaio MC65, que teve a adicao de
proteina também na solugéo idnica, mostrou-se adequada a substituicdo do sistema
modelo pela dieta real, posteriormente utilizada nos experimentos in vivo e in vitro. A
substituicdo do isolado protéico de soro de leite, fonte proteica do ensaio MC65 (Tabela
16), pelas dietas formuladas DM e DMA Tabela 13, item 2.1.3) foi realizada com
sucesso, apresentando como resultados altos valores de eficiéncia de encapsulacao,
97 e 100%, respectivamente, e composicao centesimal protéica e lipidica mais baixas
que a composicao dos nauplios de Artemia. A quantiadade de cinzas mostrou-se acima
do valor observado para a Artemia e a quantidade de matéria seca um pouco abaixo,
conforme mostra a Tabela 17. A Tabela também mostra os resultados da composicao
dos nauplios de Artemia utilizados como matéria-prima na fabricagdo da dieta
microparticulada DMA.

Tabela 17. Composicao centesimal percentual das dietas microparticuladas e dos
nauplios de Artemia expressos em base seca.

Composicao Artemia’ DM? DMA?
E.E. (%) - 97,10+0,30 100,0%+1,63
Proteina (%) 60,22+1,11 51,70+1,63 48,20+0,24
Lipideos (%) 19,0041,42  1580+0,27 18,69+0,11
cinzas (%) 2,50%0,20 9,340,32 10,25+0,56

Matéria seca totais (g/100g) 16,50+0,82 12,90+0,20 12,25%0,23

" nauplio de Artemia liofilizado; © DM = dieta microparticulada;° DMA = dieta

microparticulada contendo nauplios de Artemia.
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3.2.1.1 Distribuicao de tamanho e diametro médio

A Tabela 18, que apresenta a distribuicio de tamanho das dietas
microparticuladas, mostra uma distribuicdo unimodal tanto para as dietas hidratadas
como para secas. As dietas DM e DMA, depois de secas, apresentaram em média um
didmetro menor e maior concentragdo de particulas no intervalo entre 50 e 100um.
Apoés a hidratacdo em 4gua, a curva normal indicou maior concentra¢cao de tamanho no
intervalo entre 150 um e 200 um e aumento do diametro médio de 1,7 vezes para
ambas as dietas DM e DMA, em relacéao ao diametro médio seco.

A distribuicdo de tamanho das microparticulas DM e DMA produzidas abrangeu
uma faixa entre 12 e 700 um, apresentando tamanhos compativeis ao alimento vivo,
rotiferos (80 a 280 um) e dos nauplios de Artemias (350 a 530 um), comumente
utilizados, quando o cultivo de peixes € feito de maneira intensiva. [VILLAMAR E
LANGDON, 1993].

Através de imagens obtidas da hidratacao (Tabela 18, figura A, B, C, e D) pode-
se observar nitidamente o aumento de tamanho das dietas microparticuladas secas e
depois de hidratadas. Na captacdo dessas imagens de hidratagcdo, com o uso de
microscopio Optico, observou-se uma mudancga instantanea de tamanho ap6s o contato
da dieta com a agua, causada pela sua rapida entrada na matriz da microparticula.

A grande alteracdo de tamanho das dietas secas para dietas umidas é justificada
pela elevada quantidade de agua que essas matrizes apresentavam quando Umidas
(cerca de 90% de agua), perdida durante o processo de secagem e recuperada apds o
processo de hidratacdo em agua. Conforme a Tabela 19, os didmetros meédios
determinados nao apresentaram diferencas significativas (p>0,05), entre as dietas
secas DM e DMA e entre as mesmas hidratadas.
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Tabela 18. Aspecto morfoldgico e distribuicdo de tamanho das dietas microparticuladas

secas e apos hidratagdo.

Tratamento

Morfologia*
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* Morfologia obtida por microscopia 6tica das dietas microparticuladas secas e hidratadas. A — particula

da dieta DM seca; B- particula (DM) hidratada ap6s 5 minutos de imersdo em agua; C- particula de dieta
DMA seca; D — particula DMA hidratada.
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Tabela 19. Valores de diametro médio (um) das dietas microparticuladas umidas, secas
e hidratadas.

Diametro (um)*’

Tratamentos , .

Umidas Secas Hidratadas
DM*2 125,252+ 57,76 83,452 + 44,95 146,332 + 70,34
DMA*3 151,96 + 58,32 97,952 + 55,37 165,252 + 68,00

" Média de 300 microcapsulas. 2 DM = dieta microparticulada formulada; “ DMA =
dieta microparticulada contendo nauplios de Artemia em sua formulacdo. Médias
seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey
(p>0,05).

3.2.1.2 Morfologia e microestrutura

A morfologia das dietas microparticuladas, observada por meio de microscopia
Optica e ilustrada na Figura 22, revelou sucesso na substituicdo dos sistemas modelos
pelas dietas experimentais reais, como demonstra a boa formagdo das matrizes e altos
valores de eficiéncia de encapsulacédo (Tabela 18). As microparticulas apresentaram
formas variadas, desde esféricas até amorfas, com conteddo (recheio) em divisdo
multinucleada, distribuido uniformemente. Resultados semelhantes a morfologia
observada foram apresentados por MUKAI-CORREA et al. [2004] para microcapsulas
produzidas utilizando matriz de pectina como agente encapsulante e conteudo

composto por proteina (caseina) e gordura (gordura vegetal hidrogenada).

Nas observagdes do conteddo dessas microparticulas pode-se notar uma
elevada quantidade de dieta encapsulada, conforme também observado nos resultados
apresentados de composicao e eficiéncia de encapsulacao (Tabela 17) dessas dietas.
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Figura 22. Fotomicrografias da morfologia das dietas microparticuladas, observadas
por microscopia 6ptica. A — Dieta microparticulada (DM); B — Dieta microparticulada
contendo nauplios de Artemia (DMA). Captacdo em agua em aumento de 12,5X . Barra
=100 pm.

A observagdao em microscopia eletrénica de varredura, apresentada nas Figuras
23 e 24, mostra que as dietas microparticuladas DM tém tendéncia a uma forma mais
regular que as dietas DMA, mantendo a integridade ap6s a secagem. O detalhamento
da superficie das dietas revela uma superficie lisa sem fissuras na dieta DM, e uma
superficie lisa, mas com a existéncia de algumas fissuras na dieta DMA. Por outro lado,
ambas as dietas mantiveram sua integridade apds o processo de secagem.
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— 1 0T

10pm

Figura 23. Morfologia externa da dieta microparticulada formulada DM, obtida por

microscopia eletrbnica de varredura (MEV). Micrografias A e C — aspecto geral da

microparticula (aumento 200x); B e D — detalhamento da parede da microparticula

(aumento 650x). Barras = 10 e 100 pm.
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100pm

100pm

Figura 24. Morfologia externa da dieta microparticulada DMA (contendo nauplios de
Artemia liofilizados na formulagdo como substituicdo parcial da fonte protéica), obtida
por microscopia eletrbnica de varredura (MEV). Micrografias A e C — aspecto geral da
microcapsula (aumento 200x); B e D — detalhamento da parede da microparticula
(aumento 650x). Barras = 10 e 100 pum.
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3.2.1.3 Eficiéncia de encapsulacao e perfil de liberacao
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Figura 25. Perfil de liberacdo da proteina das dietas microparticuladas ao longo do
tempo. Os tratamentos DM e DMA com simbolos cheios representam as dietas
microparticuladas Umidas e os tratamentos com simbolos abertos, representam as

dietas secas.

A Figura 25 apresenta os perfis de liberacdo ao longo do tempo das dietas
microparticuladas umidas e secas. Nos primeiros 30 minutos de permanéncia em agua,
as dietas microparticuladas umidas DM e DMA apresentaram liberacées de 25% e 35%
da proteina, respectivamente, em relagdo a proteina total presente. A diferenga de
liberacao observada, um pouco maior da dieta DMA, pode ser explicada pela presenca
de maior quantidade de aminodacidos livres oriundos da pequena porcentagem de
nauplios de Artemia adicionado nessa dieta.

Entre 30 e 120 minutos, a dieta DMA praticamente ndo apresentou mais
liberacao da proteina, enquanto a dieta DM apresentou ainda uma pequena liberacéo.
A liberacao total de proteina, apdés 120 minutos de experimento, foi de 30% para a dieta
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microparticulada DM e 35% para dieta DMA, com diferenca de liberacao entre dietas de
5%, sem diferenga significativa (p>0,05) entre elas.

Os perfis de liberacdo das dietas microparticuladas Umidas também
apresentaram maior grau de inclinacdo das curvas de liberacdo, nos primeiros 30
minutos de experimento, indicando um pequeno efeito burst. Como ja observado em
trabalho anterior [MUKAI-CORREA et al., 2004], estudando a liberagéo da proteina em
sistemas modelos, em microcdpsulas produzidas com a mesma matriz de pectina, o
efeito burst pode ter ocorrido pela liberagdo da proteina localizada sobre ou préxima a
superficie da microparticula. Esse comportamento também foi observado por outros
autores [COPPI et al., 2002; YUFERA et al., 2002; LANGDON 2003] e parece ser
provavel em microcapsulas fabricadas a partir de biopolimeros, independentemente da
técnica de encapsulacdao empregada. Ainda, no perfil de liberacao das proteinas, nota-
se uma segunda fase, compreendida entre 30 e 120 minutos, em que a liberacéao

praticamente permaneceu estacionaria.

Nas dietas microencapsulas secas DM e DMA, observaram-se perfis
semelhantes de liberacdo, com sensivel diminuicdo da porcentagem de proteina
liberada ao longo do tempo, em relacdo as dietas Umidas. Todos os valores de
liberacdo foram menores que os de dietas umidas, apresentando cerca de 20% de
diferenca, ap6s 120 minutos. A liberacdo média de proteina para ambas as dietas foi de
aproximadamente 10%, sem diferencas significativas entre dietas (p>0,05),
demonstrando que a maioria das proteinas presentes no concentrado protéico de peixe
e nos nauplios, em sua maioria com baixa massa molar (<16KDa), foram retidas nas
matrizes. Em estudos realizados nessas matrizes com os sistemas modelos (Capitulo
2), a glicose, composto de baixa massa molar, teve apenas 30% de liberacao, apés 4
horas de permanéncia em agua. Embora ndo tenha sido testada a liberacdo de
compostos pequenos como a glicose, apds a substituicdo pelas dietas formuladas,
acredita-se que a matriz de gel apresente 0 mesmo comportamento observado no
sistema modelo. Pela eficiéncia de encapsulagdo das proteinas utilizadas pode-se ter
uma idéia de que tipo e tamanho de compostos serao retidos pela microparticula, em
um determinado periodo de tempo. Dessa maneira, essas dietas foram capazes de
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reter praticamente seu conteudo inicial de proteinas (90%), mostrando-se satisfatorias

para o propdsito de servirem como alimento de larvas de peixe.

Os perfis apresentados pelas dietas secas mostraram que tanto a secagem como
reidratacdo ndo provocaram danos potenciais a matriz de gel da microparticula,
conforme também observado pela analise morfologica obtida por microscopia Optica
(Tabela 20 — Figuras A, B, C e D) e microscopia eletrénica de varredura (Figuras 23 e
24). A baixa liberacao de proteina observada pode ser explicada pela possivel mudanca
na diminuicdo no tamanho dos poros da microparticula ocorrido ap6s a secagem. De
acordo com a afirmacgdo de SMIDSROD [1973] citada em MUKAI-CORREA [2003], a
porosidade de um gel pode ser significativamente reduzida pela secagem parcial das
esferas, dificultando a difusdo mesmo para pequenas moléculas. Adicionalmente, outro
fator importante que esta relacionado e foi observado nos ensaios de hidratacao
(Tabela 20 — Figuras A, B, C e D), é que o inchamento das microparticulas secas, apos
o contato com a solugdo aquosa (em razdo da absorcao de agua), pode determinar um
controle da taxa de liberacdo dos compostos encapsulados. CHU & OZKIZILCIK [1996],
analisando um complexo microencapsulado com parede protéica, atribuiram as
diferencas de taxa de liberacdo ao tempo de hidratacdo das microcapsulas, onde um
aumento do tempo promoveu uma queda da taxa de lixiviagdo. Outra hipotese para a
reducdo na liberacdo observada nas microparticulas secas seria atribuida a alteracoes
fisico-quimicas que as proteinas possam ter sofrido durante o processo de secagem,

diminuindo sua solubilidade em agua.

3.3. Ensaios bioldgicos
3.3.1 Crescimento e Sobrevivéncia

Os resultados de crescimento das larvas de pacu, em peso e comprimento,
obtidos por meio de biometrias, encontram-se representados nas Figuras 26 e 27,

respectivamente.
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Na primeira biometria, realizada no 7° dia de experimento, ndo houve diferengas
significativas (p>0,05) de crescimento em peso das larvas de pacu, entre os diferentes

tratamentos utilizados.

As larvas que permaneceram em jejum (tratamento J) apresentaram crescimento
inferior em peso (p<0,05) e em comprimento (p<0,05), quando comparadas as dos
demais tratamentos, indicando crescimento superior das larvas dos outros tratamentos,
inclusive das que receberam as dietas microparticuladas DM e DMA. A mortalidade
total das larvas ocorreu logo depois da segunda biometria realizada no 12° dia de

experimento.
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Figura 26. Desempenho de crescimento em peso (g) das larvas de pacu durante o
periodo experimental. A — nauplios de Artemia; DM — dieta microparticulada; DMA -
dieta microparticulada contendo nauplios de Artemia; DMC — dieta comercial. Médias
seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey
(p>0,05).

Entre as larvas do tratamento A, que receberam somente nduplios de Artemia
como alimentacéo, o crescimento em peso foi superior (p<0,05) em relagdo as larvas
dos tratamentos em que foram oferecidas as dietas microparticuladas, e essa tendéncia
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se manteve até o final do experimento, tanto para a variavel peso (Figura 26), como
para o comprimento total (Figura 27).

Entre as larvas dos tratamentos DM, DMA e DMC ndo foram observadas
diferencas de peso (p>0,05) até o 12°dia do experimento. A partir do 19°dia, as larvas
do tratamento DMC (dieta comercial) apresentaram maior desempenho de crescimento
em peso (p<0,05), em relacdo as larvas dos tratamentos DM e DMA que receberam as
microparticulas produzidas neste trabalho. Nos resultados de comprimento total
observou-se a mesma tendéncia que o desempenho em peso; entretanto, no 12°dia, ja
foram notadas diferencas significativas (p<0,05) das larvas do tratamento DMC, em
relacdo aos dos tratamentos DM e DMA.

Entre as larvas dos tratamentos DM e DMA néo foram observadas diferencas em
peso (p>0,05) e em comprimento (p>0,05) em todas as avaliacbes biométricas

realizadas.
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Figura 27. Desempenho em comprimento total (mm) das larvas de pacu, durante o
periodo experimental. A — nauplios; DM — dieta microparticulada; DMA — dieta
microparticulada, contendo nauplios de Artemia, DMC — dieta comercial. Médias
seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey
(p>0,05).
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O desenvolvimento das larvas durante o periodo de experimento também é
monstrado na Figura 28, de acordo com as biometrias realizadas para cada tratamento.
Pela observacao das fotografias pode-se notar o crescimento superior das larvas dos

tratamentos A e DMC, em relacao as larvas do tratamento DM e DMA.
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Figura 28. Fotografias de larvas de pacu em diferentes estagios de desenvolvimento,
de acordo com as biometrias realizadas. A — tratamento com Artemia; B — tratamento
com dieta DMC; C — tratamento com dieta DM; D — tratamento com dieta DMA. Os

nuameros a esquerda das Figuras correspondem as biometrias realizadas.
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Figura 29. Taxa de crescimento especifico (%) das larvas de pacu durante o periodo
experimental dos tratamentos estudados. A — nauplios de Artemia; J — jejum; DM —
dieta microparticulada; DMA — dieta microparticulada contendo Artemia; DMC — dieta
comercial.

Na Figura 29 é mostrada a taxa de crescimento especifico das larvas de pacu
para os diferentes tratamentos alimentares. No inicio do experimento (entre 0 7°e 0 12°
dia) ocorreu uma diminuicdo da porcentagem diaria de crescimento das larvas de todos
os tratamentos, com destaque para o crescimento negativo observado para as larvas
do tratamento J, mantidas em jejum. Ap6s o 12° dia houve uma recuperacao de
crescimento das larvas de todos os tratamentos (entre o0 12° e o 19°dia), com excecao
ao tratamento J que, como j& mencionado, apresentou mortalidade total nesse dia.
Nesse mesmo periodo também se observou que as larvas dos tratamentos A e DMC
apresentaram uma diminuigdo da taxa de crescimento. Em geral, as porcentagens
diarias de crescimento das larvas dos tratamentos que receberam as dietas
microparticuladas DM e DMA foram menores que dos tratamentos A e DMC, que

receberam Artemia e dieta comercial, respectivamente, mas apresentaram tendéncia de
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aumento a partir da segunda semana, contrariamente ao observado nos tratamentos A
e DMC.

Tabela 20. Valores médios e respectivos desvios padrao de ganho de peso (Q),
biomassa (g) e sobrevivéncia (%) das larvas de pacu submetidas aos diferentes

tratamentos alimentares, apds 25 dias de experimento.

Ganho de peso’ Biomassa Final® Sobrevivéncia
Tratamento
(9) (9) %
A 39,60% + 2,93 35,772 +1,94 89,032+ 3,39
DM 2.87°+0,52 1,64°+ 0,93 47,64° + 18,69
DMA 3,76°+ 1,30 1,83°+ 0,39 42,08° + 20,67
DMC 23,70°+ 3,70 12,14° + 4,00 50,00° + 16,93

' Ganho de peso = peso final — peso inicial. 2 Biomassa = peso x sobrevivéncia. Médias
seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste e Tukey
(p>0,05). A — Artemia; DM — dieta microparticulada; DMA — dieta microparticulada

contendo nauplios liofilizados; DMC — dieta comercial.

Através da Tabela 20, que apresenta os valores médios de ganho de peso,
biomassa final e sobrevivéncia das larvas de pacu entre os tratamentos testados, pode-
se observar um ganho de peso e biomassa maior nas larvas do tratamento A (p<0,05),
seguidas do tratamento DMC e pelas larvas dos tratamentos DM e DMA, que nao
diferiram entre si (p>0,05). Apesar de se observar-se uma taxa de crescimento
especifico ascendente (Figura 29), ap6s o 12°dia, para os tratamentos DM e DMA, esta

taxa foi pequena, entre 5 a 10%.

Os resultados da taxa de sobrevivéncia das larvas (Tabela 20) mostram que as
que receberam somente Artemia (Tratamento A) apresentaram a maior porcentagem de
sobrevivéncia (p<0,05). As larvas dos tratamentos DM, DMA e DMC, que receberam
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dietas formuladas, ndo apresentaram diferengas de sobrevivéncia entre si (p>0,05),
apresentando valores médios de porcentagem de sobrevivéncia ao redor de 50%.

A manutencao da taxa de crescimento, embora pequena, e 0s razoaveis niveis
de sobrevivéncia observados, indicam que as larvas de pacu conseguiram em algum
grau ingerir, digerir e assimilar as dietas formuladas, porém essas, ainda ndo foram
suficientes para suportar um crescimento similar ao do alimento vivo. Resultados de
sobrevivéncia similares aos obtidos no presente estudo foram encontrados por
YUFERA et al. [2005] em larvas de Solea senegalensis (38,6 e 46,3% para dieta com
55% de proteina e 62% de proteina, respectivamente), alimentadas com
microparticulas obtidas com técnica de microencapsulagdo semelhante. JOMORI [1999]
avaliou em larvas de pacu, com diferentes estagios de desenvolvimento, a substituicdo
total de Artemia por microdietas, observando taxas de sobrevivéncia que variaram de
11% a 76%, atribuidas a eficiéncia da dieta e idade em que se encontravam as larvas.
Segundo a autora, dietas inadequadas podem atrasar o inicio dos mecanismos de
secrecao do pancreas e, por sua vez, a sintese de enzimas digestivas [JOMORI, 2005],
0 que explica os resultados observados com o tratamento com dieta comercial que,
apesar da baixa sobrevivéncia, mostraram um crescimento significativamente maior
(Tabela 20) em relagéo as que receberam as dietas experimentais. Mais tarde, estudos
conduzidos por JOMORI et. al. [2008] com larvas de pacu (Piaractus mesopotamicus)
de ~10mg mostraram que as larvas foram eficientemente capazes de metabolizar uma
dieta comercial, apresentando crescimento e sobrevivéncia satisfatérios. Com relagéo a
idade das larvas, TESSER et al. [2005] avaliou a substituicdo do alimento vivo por dieta
em larvas de pacu, utilizando uma alimentacdo conjunta de Artemia+dieta
microparticulada durante 3, 6 e 9 dias, e obteve como resultados de sobrevivéncia
26,7%, 63,6% e 80,2%, respectivamente. O mesmo autor também observou que larvas
de pacu, com peso umido acima de 7,0 mg, podem ser submetidas a transicao
alimentar para dietas sem comprometimento da sobrevivéncia final [TESSER et al.
2006], no entanto, ajustes nutricionais da dieta e 0 uso de atrativos devem ser
realizados para que o crescimento seja comparavel ao de larvas alimentadas com

nauplios de Artemia.
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A partir dos experimentos de crescimento e sobrevivéncia com larvas que
possuiam peso similar, acredita-se que as dietas experimentais (DM e DMA) foram
digeridas pelas larvas, especialmente pelos resultados de sobrevivéncia observados,
entretanto, a eficiéncia dessas dietas pode ter sido comprometida, em razdo da
limitacdo ou falta de nutrientes essenciais, uma vez que o balang¢o nutricional foi
baseado somente no ajuste no perfil de proteinas, carboidratos, lipideos e matéria seca,
explicando assim o baixo crescimento observado. Outra possibilidade seria a quebra e
digestdo incompleta das dietas formuladas pela larva de pacu, devido a auséncia de
sistema digestério completo. Adicionalmente, OSTASZEWSKA et al. [2005] acreditam
que tanto a efetiva digestdo como a absorcdo do alimento estdo relacionados a sua
composigao, principalmente no conteudo de aminoacidos e acidos graxos essenciais as
larvas. A forma em que as proteinas sdo adicionadas as dietas também séao
importantes [CAHU et al., 1999]. KOLKOVSKI et al. [1997], testando o efeito de varias
suplementagdes em microdietas extraidas de fracbes de Artemia, encontraram que a
adicao de nauplios e classes de lipideos polares ou fracdes nao lipidicas,
separadamente e em combinacdo, aumentaram significativamente a assimilagao de
microdietas de 10-20% em larvas com 22 dias de idade. No entanto, o efeito de
suplementacao diminuiu em larvas com idade mais avangada, indicando que os fatores
nutricionais presentes e outros ndo identificados na Artemia, mas ausentes nas
microdietas formuladas, influenciaram negativamente a ingestdao e a assimilacdo das
microdietas. Logo, a identificacdo desses fatores no alimento vivo e sua consideracao
no desenvolvimento de microdietas podem contribuir no desempenho de alimentos

inertes como as microparticulas.

Outra hipétese, também apresentada por ROSELUND et al. [1997] e TESSER et
al. [2005], sugere que o numero de particulas de dieta necessaria a otimizagdo do
crescimento tenha excedido a capacidade maxima de ingestdo, em outras palavras, a
quantidade de dieta que a larva necessita comer para suprir sua necessidade

nutricional € maior que a quantidade que ela conseguiu ingerir.

O baixo desempenho de crescimento das dietas experimentais frente a dieta
comercial e os resultados das larvas alimentadas com alimento vivo também podem
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estar relacionados a qualidade dos ingredientes utilizados. Em contrapartida, as
matrizes de gel formadas por essa técnica sao porosas e podem ter sido incapazes de
prevenir, de forma eficiente, a oxidacdo e degradacao dos materiais encapsulados por

um periodo, apds a sua fabricagao.

Dessa forma, o real conhecimento de como a dieta microparticulada é digerida
no trato digestério da larva e a sua relagdo com a digestdo e absorcdo dos nutrientes
sdo de grande importancia para futuras formulacdes de racdes, na tentativa de
substituicdo do alimento vivo. Andlises histoldgicas, segundo BENGSTON [1993] e
TESSER et al[2005], podem ser uma forma de avaliar-se o valor nutricional de cada
dieta, principalmente quando o crescimento larval e/ou sobrevivéncia n&o séo

suficientes para avaliar o efeito de diferentes dietas.

3.3.2 Taxa de ingestao

A taxa de ingestdo alimentar (Tabela 21) mostra que a ingestdo das dietas
testadas em larvas com peso médio de 6 mg (estagio 1) foi baixa, com pequena
presenca das dietas no trato digestério das larvas de pacu (Figura 30). Com o
crescimento das larvas, a taxa de ingestado aumentou, apresentando boas porcentagens
de ingestdo em larvas com peso médio de 25 mg. O maior valor observado foi para o
tratamento DMC, seguidos pelos tratamentos DM e DMA (p<0,05).

Tabela 21. Valores médios de taxa de ingestao (%) das dietas microparticuladas pelas

larvas de pacu durante o periodo de experimento.

Tratamentos Estagios de desenvolvimento
I | ]}
DM 10? 36,67° 80,00°
DMA 13,33° 43,33 73,33°
DMC 10° 50,00% 86,672

DM — dieta microparticulada; DMA — dieta microparticulada contendo nauplios de
Artemia; DMC - dieta comercial. Médias seguidas da mesma letra nao diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Caracteristicas de cor e sabor das dietas podem ter influéncia nos resultados de
aceitacao de dietas. A introducao de nutrientes especificos, como alguns aminoacidos e
outros atrativos, pode contribuir para uma melhora na aceitacao das dietas por larvas
que possuem um sistema digestivo ainda imaturo. Pesquisas adicionais no
comportamento dessas larvas, em relagédo as dietas microparticuladas, s&do necessérias

para que se possa melhorar a aceitacao dessas dietas.

KOLKOVSKI et al. [1993] observaram que larvas de Spaurus aurata ingeriam
pouca dieta microparticulada, sendo suficiente apenas para sua manutencao, mas, com
a adicao de enzimas digestivas na dieta aumentou, sua assimilacdo em 30%, com
crescimento superior (200%) quando comparadas as larvas que receberam apenas
dieta microparticulada sem enzimas. Os mesmos autores [KOLKOVSKI et al. 1997]
também observaram, mais tarde, que estimulos quimicos e visuais tiveram influéncia na
taxa de ingestdo de microdietas, onde alguns aminoacidos livres foram responsaveis
pelos estimulos quimicos. TESSER et al.[2006] observaram o mesmo comportamento,

através de estimulos quimicos e visuais em larvas de pacu (Piaractus mesopotamicus).
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Figura 30 Micrografias do trato digestério de larvas de pacu alimentadas com as dietas, em
diferentes estagios de desenvolvimento, obtidas por microscopia 6tica. A — larvas com peso
médio de 6 mg, apds o consumo da dieta DM (aumento 40X) . B — larvas com 15 mg e dieta
DMC (40X). C — larvas com 25 mg e dieta DMA. Aumento de 20x. Setas pretas indicam as

microparticulas presentes no interior do trato digestorio das larvas.
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3.3.3 Digestibilidade in vitro

Além do método classico para a determinacdo da eficiéncia da dieta, pela
avaliacao de parametros de peso, comprimento e sobrevivéncia, foi avaliado o grau de
hidrélise das dietas, para complementar e explicar os resultados obtidos nos ensaios in
vivo, sendo o grau de hidrolise das dietas considerado uma medida de digestibilidade in
vitro. Essa determinacdo pelo do uso do pH-stat se tem mostrado bastante adequada
para determinar a qualidade de diferentes ingredientes utilizados em ragles
[EZQUERRA et al., 1997; GARCIA-CARRENO et al., 1997; LEMOS et al, 2004;
CORDOVA-MURUETA et al., 2007].

O grau de hidrolise foi avaliado por meio da capacidade da quimiotripsina e
tripsina, principais enzimas responsaveis pela digestdo protéica nas larvas (antes da
formacao do estdbmago) e quebra das ligacbes peptidicas. Os valores obtidos da
hidrélise das dietas microparticuladas DM e DMA, do concentrado protéico de peixe

(CPP) e da caseina (Padréo), encontram-se apresentados na Figura 31.

/
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Figura 31. Grau de hidrélise (D.H. %) da caseina (cas), concentrado protéico de peixe
(CPP), dieta microparticulada (DM) e dieta microparticulada contendo nauplios de

Artemia (DMA), em func¢do do tempo.
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Os resultados mostram alto grau de hidrélise (17%) para caseina, considerada
neste ensaio como padrdo, com valores similares observados por DIMES & HARRD
[1994], que utilizaram enzimas extraidas dos cecos piléricos de peixes salmonideos, e
por LEMOS et al. [2004], quando utilizaram uma mistura de enzimas comerciais € uma

mistura de enzimas nativas do camarao.

A dieta DMA também revelou alto grau de hidrolise (16%), com valores mais
elevados do que a dieta DM (p<0,05) e semelhante ao padrao caseina (p>0,05),
apresentando um valor médio de grau de hidrélise de 16%. Os valores observados para
a dieta DM e o concentrado protéico de peixe (CPP) foram préximos de 12%,
apresentando curvas semelhantes, sem diferencgas significativas (p>0,05), ao longo do
tempo analisado.

Provavelmente o maior valor de hidrélise observado para a dieta DMA, em
relacdo a dieta DM, deve-se a presenca de nauplios de Artemia liofilizados, adicionados
em sua formulacdo, como parte da substituicido da fonte protéica (20% da massa
protéica). Apesar de demonstrar melhor digestibilidade in vitro, a dieta DMA néao
reproduziu melhores resultados de crescimento e sobrevivéncia, em relacdo a dieta DM
que utilizou somente o concentrado protéico de peixe como fonte de proteinas. Os
nutrientes provindos dos nauplios de Artemia secos podem nao ter sido em quantidades
suficientes para provocar diferencas nos resultados observados. GARCIA-ORTEGA et
al. [2001] verificaram que larvas de catfish (Clarias gariepinus) alimentadas com dietas
microencapsuladas, contendo 50% da fonte de proteinas oriundas de cistos de Artemia
descapsulados, tiveram crescimento superior que aquelas alimentadas com dietas
utilizando somente proteina de peixe. Segundo o autor, diferencas sao encontradas em
resultados de crescimento, quando larvas de peixe sao alimentadas com cistos de
Artemia descapsulados secos ou nauplios vivos, apesar de similar composicao
bioguimica, na maioria de seus nutrientes, as proteinas, quando secas, podem ter efeito
nas suas propriedades e, dessa maneira, diferir das proteinas dos nauplios vivos. Isso
pode explicar o desempenho observado da dieta DMA, contendo nauplios liofilizados
como parte da fonte protéica. De acordo com KOLKOVSKI [2001], os organismos vivos
influenciam positivamente no processo de digestdo e assimilagdo de dietas inertes
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pelas larvas de peixe pela contribuicdo direta de enzimas digestivas. Entretanto, essa
contribuicdo também pode ser de outra forma, como a introducdo de aminoacidos
especificos, peptideos etc. (TESSER et al., 2006]. Outra hipétese foi atribuida a falta ou
deficiéncia de nutrientes especificos, uma vez que o ajuste da formulacao foi feito
somente nos niveis de proteinas, carboidratos, lipideos e matéria seca, baseado no

perfil de composicao da Artemia.

Métodos de administracdo das dietas inadequados, em razdo do pouco
conhecimento em relagdo a fisiologia alimentar, as necessidades nutricionais, bem
como ao comportamento da larva na presenca desse tipo de alimento, também podem
influenciar a aceitagédo, assimilacéo e digestao de dietas e, assim, ndo promover efeito
produtivo sobre o desempenho [KOLKOVSKI et al.,, 1997 e KOLKOVSKI et al., 2001].
Tesser et al. [2005, 2006] sugerem que o uso de atrativos e suplementos enzimaticos
devem ser realizados para que o crescimento seja comparavel ao de larvas

alimentadas com nauplios de Artemia.

Os resultados de crescimento, combinados aos de digestibilidade, de
composicao de aminoacidos e do perfil eletroforético do concentrado protéico de peixe,
podem fornecer algumas informagcdes sobre a qualidade das proteinas utilizadas
[GARCIA-ORTEGA et al., 2001]. Entretanto, analises complementares a digestibilidade,
como a determinacao da atividade de inibidores de proteases [LEMOS et al.,2004] que
diminuem a digestibilidade dos ingredientes protéicos, podem complementar a

avaliacao de eficiéncia de dietas, frente ao crescimento apresentado pelas larvas.
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4. CONCLUSOES

A produgéo das dietas microparticuladas DM e DMA foi bem sucedida, apresentando
altos valores de eficiéncias de encapsulacao (> 97%) e perfis de composicao protéica,
lipidica e de matéria seca mais baixos que os nauplios de Artemia (alimento vivo).
Caracteristicas adicionais, como: distribuicdo de tamanho, entre 12 e 700 pm,
(compativel ao alimento vivo); boa formagdo das matrizes, apresentando formas
variadas e conteudo multinucleado, com distribuicao uniforme; integridade apds
reabsorcao de agua; e baixas liberagdes observadas (10% para microparticulas secas),
tornam essas microparticulas, muito interessantes ao proposito deste trabalho, isto é, a
substituicdo e ou reducao do alimento vivo para alimentagéo inicial de larvas de peixe

com caracteristicas altriciais.

A avaliacdo das dietas, através dos ensaios in vivo e in vitro mostraram boa
digestibilidade, manutencdo da taxa de crescimento e razoavel valores de
sobrevivéncia (~50%), sugerindo que as larvas de pacu puderam ingerir, digerir e
assimilar essas dietas, porém ainda nado foram suficientes para suportar um

crescimento similar ao alimento vivo.
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CONCLUSOES GERAIS

Quando a mesma concentracdo de proteina presente na emulsdo formadora da
microparticula foi adicionada na solucao ibnica, foi possivel elevar os niveis de

solidos totais de 5% até 12%.

O perfil de liberagao foi alterado de maneira significante pela forma de utilizacao

da mistura lipidica e pela concentracao de polissacarideo utilizada.

A entrega das dietas experimentais formuladas na forma de emulsao lipidica foi
fundamental para otimizacdo das dietas microparticuladas, sendo a mistura

polissacaridica PEGEAL com maior eficiéncia dessa entrega.

Os testes in vivo mostram que as larvas foram capazes de ingerir e digerir as
dietas microparticuladas, apresentando razoaveis niveis de sobrevivéncia. No
entanto, uma otimizagdo do balang¢o nutricional, a inclusdo de atrativos, a presenca
de fatores antinutricionais, um melhor conhecimento do comportamento da larva x

dieta necessitam ser aprofundados.
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CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento de dietas envolve uma consideracao geral de aspectos focados
nas caracteristicas fisico-quimicas, na composicdo e no entendimento das interacoes
dieta x peixe. As dietas microparticuladas produzidas neste trabalho parecem atender
parte dessas exigéncias; entretanto, o suporte para o desenvolvimento e crescimento
das larvas depende da formulagdo da dieta e podera ser aumentado se um melhor
balango for feito para uma entrega efetiva de micronutrientes. Além das questdes
mencionadas, melhores resultados de crescimento e sobrevivéncia poderdo ser
alcancados com os avancgos na nutricdo larval. Conhecimentos mais aprofundados em
relacdo a fisiologia alimentar, necessidade nutricional e comportamento da larva na
presenca de dietas, e também, o manejo e administracdo de dietas sdo necessarios
para complementar as informacdes obtidas e, assim, aprimorar e otimizar as dietas

desenvolvidas.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Pesquisas adicionais, como uma continuidade deste trabalho, para alcangar uma
efetiva substituicdo do alimento por dietas inertes ainda sdo necessarias. Dessa
maneira, o real conhecimento de como a dieta microparticulada € digerida no trato
digestivo da larva e a sua relacdo com a digestdao e a absorcao dos nutrientes é de
grande importancia para futuras formulagées de ragdes. Analises complementares
como histologia e outros, relacionados a qualidade dos ingredientes utilizados (como
oxidacao e degradacao, fatores antinutricionais), podem complementar a avaliacdo do
valor nutricional de cada dieta. A identificacdo de fatores bioquimicos, no alimento vivo,
e estudos de comportamento da larva x dieta, também devem ser considerados no

desenvolvimento dessas dietas.
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ANEXO |

Figura 32. Amostras de larvas de pacu dos tratamento estudados. 1. Tratamento em
jejum; 2. Dieta DM ; 3. dieta DMA; 4. dieta DMC; 5. alimento vivo Artemia.
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ANEXO I

Figura 33. Micrografia do trato digestério de larvas de pacu, apoés 25 dias de
experimento obtidos por microscopia ética. As setas pretas estdo indicando as dietas

microparticulas DMA.
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