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RESUMO

DIAS, Patricia de Castro Moreira. Microencapsulacao de 6leo de peixe utilizando
goma arabica/maltodextrina e o complexo caseina-pectina/maltodextrina. Rio
de Janeiro, 2009. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade
de Farmacia, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2009.

As matérias-primas de origem natural, como o 6leo de peixe (OP), sdo uma fonte
rica em acidos graxos poliinsaturados, do tipo O6mega-3 e Omega-6. Essas
substancias sdo também conhecidas como alimentos funcionais, 0s quais participam
de importantes atividades fisioldgicas no organismo. No entanto, essas substancias
sdo altamente suscetiveis a processos de oxidacdo, em funcdo do seu grau de
insaturacdo. A oxidacdo destes sistemas resulta na perda de seu valor nutricional
além, de alterar o sabor dos produtos que as contém. Muitos tém sido os estudos no
intuito de minimizar este efeito oxidativo, entre eles, destacam-se a utilizacdo de
agentes antioxidantes e a microencapsulacdo. Diversos materiais, tanto de origem
sintética quanto natural sdo descritos na literatura para formacdo de microcapsulas.
Dentre os materiais de origem natural se destacam: os carboidratos, as proteinas, as
gomas, e alguns lipidios. A proposta desse trabalho foi a preparacdo e
caracterizagcdo de microcdpsulas contendo 6leo de peixe utilizando os eeme
biopolimeros: a goma arabica/maltodextrina (GA+MD) e o complexo caseina-
pectina/maltodextrina (CP+MD) acrescidos ou ndo de mistura antioxidante (ALT). As
microcapsulas foram obtidas por dois processos: atomizacdo por spray dryer e
coacervacdo complexa, seguida de secagem em spray dryer, respectivamente. A
eficiéncia do processo de encapsulacdo foi determinada através de analise
gravimétrica. A estabilidade quimica das microcapsulas, apos estocagem por 28 dias
a 40°C e 75% de umidade relativa, foi determinada pelos valores de indice de
peroxido e das TBARS A eficiéncia total de microencapsulacdo GA-MD foi: 99,61%
para GA+MD+OP (1:1:1); 99,56% para GA+MD+OP+ALT (1:1:1) e 97,11% para
GA+MD+OP+ALT (1:2:1). Para as preparacdes CP-MD a eficiéncia total de
encapsulacdo foi de 97,61%, 97,51% e 98,54% para CP+MD+OP (1:1:1),
CP+MD+OP+ALT (1:1:1) e CP+MD+OP+ALT (1:2:1), respectivamente. A analise
microscoépica por MEV demonstrou que tanto as microcapsulas de GA-MD guanto as
de CP-MD apresentaram um formato esférico e depressdes na superficie. As
micrografias de particulas rompidas de GA-MD demonstraram uma fina parede que
reveste o Oleo de peixe, aprisionando-o0 na microcapsula, indicando a formacéo de
um sistema mononucleado. Os estudos de estabilidade quimica das microcapsulas
demonstraram que a adicdo de agentes antioxidantes ndo alterou ou preveniu o
processo oxidativo. Além disso, as diferentes preparacdes de microcapsulas
apresentaram comportamento similar entre si, indicando um grande aumento nos
indices de peroxido a partir do 14° dia, acompanhado pelo aumento das TBARS. No
entanto, o complexo caseina-pectina/maltodextrina foi mais eficiente na prevencao
da oxidagdo que a mistura polimérica goma arabica/maltodextrina sugerindo ser ser
uma alternativa promissora para microencapsulacao de Oleo de peixe.

Palavras-Chave: microencapsulagéo, 6leo de peixe, bmega-3, caseina, pectina,
goma arabica, maltodextrina
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ABSTRACT

DIAS, Patricia de Castro Moreira. Microencapsulation of fish oil using gum
arabic/maltodextrin and complex casein-pectin/maltodextrin. Rio de Janeiro,
2009. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) - Faculdade de Farmacia,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2009.

Raw materials of natural origin such as fish oil (FO) are a rich source of
polyunsaturated fatty acids, omega-3 and omega-6. These substances are known as
functional foods because they are rich in nutrients that lead to important physiological
activities in the body. However, these substances are highly susceptible to oxidation
processes, depending on their degree of unsaturation. The oxidation of these
systems results in loss of its nutritional value in addition to changing the taste of the
product. Many studies have been done in order to minimize this oxidative effect,
including the use of antioxidants and microencapsulation. Various materials are
described in the literature and used as wall material in the manufacture of
microcapsules. Many of these materials have natural origin, among these are:
carbohydrates, protein, gums, and some lipids. The purpose of this work was the
preparation and characterization of microcapsules of fish oil using biopolymers such
as gum arabic/maltodextrin (AG+MD) and casein-pectin complex /maltodextrin
(CP+MD). The preparation of microcapsules was carried out by two processes,
spray-drying (AG-MD) and complex coacervation followed by drying in spray-dryer
(CP-MD). The efficiency of the encapsulation was determined by gravimetric
analysis. The chemical stability of the microcapsules after storage (28 days at 40 °C
and 75% relative humidity) was determined by the values of peroxide and TBARS.
Total efficiency of microencapsulation was 99.61% for preparation AG+MD+FO
(1:1:1), 99.56% for preparation AG+MD+FO+ALT (1:1:1) and 97.11% for preparation
AG+MD+FO+ALT (1:2:1). To casein-pectin complex/maltodextrin/fish oil the total
efficiency of encapsulation were 97.61%, 97.51% and 98.54% for preparations
CP+MD+FO (1:1:1), CP+MD+FO+ALT (1:1:1) and CP+MD+FO+ALT (1:2:1),
respectively. Microscopic analysis by SEM showed that both the microcapsules GA-
MD and the CP-MD showed a spherical shape and depressions on the surface. The
micrographs of particles broken in GA-MD demonstrated that a thin wall that is the
fish oil trapped in the microcapsules, indicating the formation of a mononuclear
capsule. Studies of stability of the microcapsules showed similar behavior between
the formulations, indicating a large increase in the rates of peroxide after the 14th
day, accompanied by an increase in TBARS. The addition of antioxidants did not
alter or prevent the oxidative process. The casein-pectin complex was more efficient
in preventing the oxidative stability than the gum arabic/maltodextrin microcapsules
and is a promising alternative for microencapsulation of fish oil, besides being be a
raw material of low cost and easy obtention.

Key-Words: microencapsulation, fish oil, omega-3, casein, pectin, arabic gum,
maltodextrin.
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1 INTRODUCAO

Muitos estudos clinicos, ao longo dos anos, demonstraram a relagcédo estreita
entre saude, qualidade de vida e alimentacdo. Os alimentos de origem natural,
principalmente, frutas, legumes e produtos de origem marinha, sédo fontes ricas em
nutrientes e podem ser considerados alimentos funcionais (MONTES-PEREZ &
CONRERAS-FERNANDEZ, 1995).

O termo alimento funcional é utilizado para designar os alimentos ricos em
nutrientes, os quais desempenham importantes atividades fisiolégicas do organismo
(DUGGAN, GANNON; WALKER, 2002). Baseado nisto, as industrias farmacéuticas
e alimenticias, juntamente com profissionais de saude, vém demonstrando interesse,
tanto econémico quanto tecnoldgico, no desenvolvimento de produtos obtidos a
partir destes alimentos funcionais. A possibilidade da transformacdo destes
nutrientes em produtos farmacoldgicos tem sido alvo de inUmeros estudos, 0s quais
confirmam que estes produtos, quando administrados em doses superiores as
necessidades fisiol6gicas diarias, podem apresentar atividade farmacolégica, sendo,
portanto, uma alternativa promissora no tratamento e prevencado de doencas
(KOLETZKO et al., 1998; SHAHIDI, 2004).

Alguns desses compostos, como a glutamina, a arginina e 0os acidos graxos
essenciais (AGE), desempenham um papel importante e cada vez mais
reconhecido, na saude humana. A avaliacéo clinica do papel desses nutrientes no
organismo confirma as atividades farmacologicas exercidas por cada um deles
(DUGGAN; GANNON; WALKER, 2002). Dentre esses produtos, destacam-se 0s

Oleos vegetais e os 6leos de peixe, ricos em acidos graxos (AG).
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Os acidos graxos poliinsaturados (AGPIs) tém papel importante na nutricdo
humana, pois intervém em uma série de funcdes fisioldgicas, entre elas a
capacidade de reduzir os niveis de triacilglicerol e colesterol do sangue (SHAHIDI,
2004). Além disso, muitos estudos tém demonstrado a acdo dessas substancias na
reducgéo dos fatores de risco de doengas cardiovasculares (CARRERO et al., 2005;
IGNARRO; BALESTRIERI; NAPOLI, 2007; SCHMIDT et al., 2006); na reducao do
desenvolvimento do cancer (HUBBARD; LIM; REICKSON, 1998; ARONSON et al.,
2001); no processo inflamatorio (MAROON & BOST, 2006; MARGIORIS, 2009;
SEKI; TANI; ARITA, 2009) e na reducédo esporadica de adenomas colbnicos em

humanos (ANTI et al.,1994; MOLLERUP & HAUGEN, 1996).

1.1 OS ACIDOS GRAXOS SATURADOS E INSATURADOS

Os &cidos graxos sao classificados como saturados, monoinsaturados ou
poliinsaturados dependendo do numero de duplas ligacdes em sua cadeia. Os
acidos graxos saturados sdo predominantemente encontrados em alimentos de
origem animal e derivados como: carne, queijo, leite, manteiga, ovos e gorduras;
sendo também abundantes em muitos 6leos vegetais (coco, palma, semente de
palma e gorduras vegetais). Os acidos graxos insaturados sao classificados em
duas categorias: monoinsaturados (contém uma ligacdo dupla) e poliinsaturados
(NEWTON, 2001). O organismo dos mamiferos é capaz de sintetizar os &cidos
graxos saturados e monoinsaturados, mas nao € capaz de sintetizar os acidos
graxos poliinsaturados. Pelo fato dessas substéncias desempenharem papel
fundamental no metabolismo humano esses acidos sdo denominados essenciais. Os

acidos linoléico e alfa-linolénico sdo precursores dos acidos poliinsaturados de
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cadeia longa do tipo 6mega-6 (w-6) e 6mega-3 (w-3), respectivamente, e séo
considerados acidos graxos essenciais para a saude humana porque nao sao
sintetizados pelo organismo, mas podem ser obtidos pela dieta. Os acidos graxos
poliinsaturados 6mega-3 (w-3) sdo obtidos principalmente das folhas verdes dos
vegetais comestiveis e dos O6leos de peixes marinhos; e os 6mega-6 (w-6),

encontrados em grandes quantidades nos 6leos vegetais (SIMOPOULOS, 2004).

1.1.1 Os é&cidos graxos 6mega-3 e 6mega-6

Os éacidos graxos poliinsaturados sdo constituidos por uma cadeia
hidrocarbénica e classificados pela posi¢cdo das duplas ligacdes em relacdo ao grupo
metil ou ao grupo carboxilico terminal. Nos acidos do tipo “6mega” a numeragao da
dupla ligacdo se inicia no grupo metil terminal da cadeia carbbnica (SIMOPOULOS,
2004). Quando a primeira insaturacdo, a partir do grupo metil, ocorre entre o0s
carbonos 3 e 4 ele é denominado w-3; e, quando a primeira insaturacao esta situada
entre os carbonos 6 e 7, ele € denominado de w-6. Entre os acidos graxos da familia
Omega-6 tém-se o acido linoléico (precursor), o acido araquidbénico e o &cido
docosapentaendico (DPA) e na familia 8mega-3: o acido linolénico (precursor), acido
eicosapentaendico (EPA) e o &cido docosahexaendico (DHA). Suas estruturas

quimicas estao apresentadas na Figura 1.
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Acidos graxos da familia 6mega-6
H3C
— — COOH

Acido Linoleico (C18:2n-6)

H3C
— — — — COOH
Acido Araquidénico (C20:4n-6)
H3C
— — — — — COOH
Acido Docosapentaendico (C22:5n-6)
Acidos graxos da familia dmega-3
Hae™ S— — — COOH
Acido Linolénico (C18:3n-3)
HsC — — — — COOH
Acido Eicosapentaenéico (C20:5n-3) EPA
COOH
HsC — — — — —

Acido Docosahexaenéico (C22:6n-3) DHA

Figura 1 — Estrutura quimica de alguns dos acidos graxos poliinsaturados das

“familias” 6mega-6 e 6mega-3.
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1.1.2 Metabolismo dos acidos graxos Omega-3 e Omega-6 e principais

propriedades farmacoldgicas

Depois de ingeridos os acidos graxos essenciais sdo metabolizados em
substancias biologicamente ativas passando a intervir em uma série de funcdes
fisioloégicas do organismo. Estes acidos, portanto, sdo: precursores na producdo de
horménios, responsaveis pela absorcdo de vitaminas lipossoluveis (A, D, E e K),
formam a base constituitiva dos fosfolipideos, que sdo parte de todas as membranas
celulares e também regulam os indices de colesterol (MONTES-PEREZ &
CONRERAS-FERNANDEZ, 1995).

Os acidos linoléico e a-linolénico, obtidos da dieta, uma vez no interior das
células, sofrem uma série de reacdes de elongamento e dessaturacdo no reticulo
endoplasmatico, produzindo &acidos graxos com maior numero de &tomos de
carbono e grau de insaturacdo (Figura 2). O acido linoléico é convertido a &acido
araquidénico (AA) (20:4n-6), passando por acido y-linolénico e dihomo-y-linolénico. O
a-linolénico é convertido sucessivamente para o acido eicosapentaenoico (EPA,
20:5n-3) e, por B-oxidacdo no peroxissomo, até o acido docosahexaendico (DHA,
22:6n-3). O &cido linoléico, o acido araquidénico e o DHA sédo os &cidos graxos
predominantes nos fosfolipideos de membrana (OLIVEIRA, 2006).

O &cido araquidbnico pode ser mobilizado da membrana celular pela acdo de
enzimas fosfolipases, principalmente fosfolipases A2 e C. Subsequientemente, o
acido araquidonico é metabolizado (Figura 2) por ciclooxigenases (COX-1, enzima
constitutiva, ou COX-2, enzima induzida em resposta a inflamacédo) ou
lipooxigenases (LOX-5, LOX-12 ou LOX-15), ou ainda por monooxigenases ligadas

ao citocromo P450 microssomal (CYP-450) (JUMP, 2002).
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Omega-6 Omega-3
Acido Linoleico Acido alfa-Linolénico
(18:2n-6) (18:3n-3)
l A -6- desaturase l
Acido gama-Linolénico Acido Estearidonico
(18:3n-6) (18:4n-3)
l Elongase l
Acido Dihomo gama-Linolénico (20:4n-3)
(20:3n-6)
cox l A -5- desaturase
PGg, TX2 COX' b6s X3
Acido Araquidénico Acido Eicosapentaenéico (EPA)
(20:4n-6) (20:5n-3)
LT4, HETE
ST lox l Elongase l ox =
(22:4n-6) Acido Docosapentaenoéico
(22:5n-3)
l A -4- desaturase l
(22:5n-6)

Acido Docosahexaenéico (DHA)
(22:6n-3)

Figura 2 — Metabolismo dos 4cidos graxos »-3 e »-6.
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A acdo da COX sobre o acido araquidonico produz prostaglandinas (PGE; e
PGF,,) e tromboxanos da série 2 (TXAz). A LOX catalisa a formacgé&o de leucotrienos
(LT) da série 4 e derivados acidos hidroxi-eicosatetraenodicos (HETE). De maneira
bastante simplificada, os produtos originados da acdo da COX sdo moduladores de
efeitos tromboregulatorios, inflamatorios e quimiostéaticos, enquanto que os produtos
da LOX estdo envolvidos na permeabilidade vascular, vaso e broncoconstriccao
(STULNIG, 2003).

Os é&cidos graxos ©Omega-3 aumentam o “clearance” metabdlico dos
eicosandides, acelerando seu catabolismo no peroxissomo. Estas observacfes
explicam, em parte, as propriedades antiinflamatérias observadas para os acidos
graxos 6mega-3 (PATCH; TAPSELL; WILLIAMS, 2005).

Outra via de producdo de eicosandides envolve monoxigenases ligadas a
citocromo P-450 microssomal (CYP-450). A oxidacdo de AA produz uma grande
variedade de eicosandides, dentre os quais os derivados epoxidos que, entre outras
atividades biolégicas, estdo envolvidos na modulacéo de sinalizagéo por célcio e tém
efeito na pressdo arterial. Os acidos graxos 6mega-3 também podem ser
metabolizados pela CYP-450 e este mecanismo pode ser importante em células que
possuam pouca atividade enzimatica tipo COX ou LOX, como as células do
parénquima hepatico (JUMP, 2002).

Os acidos graxos poliinsaturados EPA e DHA sdo sintetizados por
fitoplanctons, que sdo consumidos por peixes, moluscos e crustaceos. Assim, 0S
peixes ricos em gordura constituem a principal fonte exdégena de AG-®»3 para 0s
seres humanos (RUXTON et al., 2004). No Oleo de peixe os niveis destes acidos

graxos polinsaturados podem variar entre 10 e 25%. A natureza e a quantidade dos
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lipidios presentes no Oleo de peixe varia de acordo com a espécie e 0 habitat
(NETTLEON, 1995).

Os métodos convencionais de extracdo, fracionamento e purificacdo dos
AGPIs incluem: destilacdo a vacuo, cristalizacdo com uréia, extracdo com hexano e
cristalizagdes convencionais e, extracdo com fluido supercritico. Todos apresentam
vantagens e desvantagens. Os métodos convencionais requerem altas temperaturas
no processo resultando em perda e decomposicdo de compostos termolabeis, além
do emprego de solventes inflaméaveis ou téxicos. A utilizacdo do fluido supercritico,
especialmente com diéxido de carbono (CO,), tem sido uma alternativa promissora
para a extracdo destes 0Oleos, no entanto, ainda tem desvantagens econdmicas
guando comparada aos processos convencionais (SAHENA et al, 2009).

Os AG (0-6 ou ®3) atuam em uma grande variedade de processos fisioldgicos
e fisiopatoldgicos, embora sejam necessarios ainda muitos esforcos para esclarecer
seus intrincados mecanismos de acao, em particular dos »-3.

Contudo, como ocorre com outros Oleos comestiveis, o concentrado de 6leo
de peixe € altamente suscetivel a oxidacdo, principalmente porgue apresenta um
alto nimero de sistemas 1,4 pentadienos em sua cadeia molecular. A oxidagao
destes sistemas resulta na perda de seu valor nutricional além de alterar o sabor do
produto (SIMOPOULOQOS, 2004; SUH; YOO; LEE,. 2007). Muitos tém sido os estudos
no intuito de minimizar este efeito oxidativo, entre eles, a utilizacdo de agentes
antioxidantes e a microencapsulagéo (HEINZELMANN & FRANKE, 1999; VELASCO;
DOBARGANES; MARQUEZ-RUIZ, 2000).

Existe ainda, um consenso dos beneficios reais que a ingestdo de acidos

graxos -3 possa trazer a saude de maneira preventiva ou ainda que estes AG

possam ser utilizados como auxiliares no tratamento de pacientes com certos tipos
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de doencas cronicas (HODGE et al., 2006) tais como: artrite reumatoéide,
(PENNIGTON, 2002; PATCH; TAPSELL; WILLIAMS, 2005; PATCH et al., 2006)
doencas inflamatdrias do intestino, distarbios neurolégicos e em desordens de
humor (YOUNG & MARTIN, 2003; MARANGELLA et al. 2006); doencas
cardiovasculares (WIJENDRAN & HAYES, 2004; STEHR & HELLER, 2006;
REIFFEL & MCDONALD, 2006; MAROON & BOST, 2006); reducao dos niveis de
lipidios plasmaticos, controle do metabolismo de glicose e amplificacdo da resposta
imune (SAMPATH & NTAMBI 2004), doencas coronarianas e pulmonares (BALK et
al., 2006), bem como na reducdo do desenvolvimento de certos tipos tipos de

canceres, como mama, préstata e colo-retal (ROYNETTE et al., 2004).

1.2 MICROENCAPSULACAO

Nos dultimos 20 anos o processo de microencapsulagcdo de pequenas
particulas e a formacao de sistemas microparticulados tem se tornado um avanco
tecnologico na area farmacéutica e alimenticia. O processo de microencapsulacao
consiste em envolver materiais solidos, liquidos e até mesmo gasosos, por uma fina
membrana polimérica, cujos compostos ou polimero pode ser de origem natural ou
sintética (BAKAN, 2001).

Inicialmente, as microcapsulas produzidas apresentavam dimensdes variadas
de 5 ym a 2 mm. Mais recentemente, esses sistemas microparticulados vém sendo
produzidos com tamanhos que podem variar de 1 a 5000 ym e essa variagao
depende de diversos fatores envolvidos no processo de preparacdo das

microcapsulas (HERRERO; MARTIN DEL VALLE; GALAN, 2006).
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Diversos compostos sdo descritos na literatura e utilizados como material de
parede na fabricacdo de microcapsulas. Muitos desses materiais tém origem natural
ou semi-sintética, dentre esses se destacam: os carboidratos, as proteinas, as
gomas, os ésteres de celulose e alguns lipidios. De acordo com o processo de
obtencdo das microparticulas dois tipos basicos de estruturas podem ser obtidos:
um sistema do tipo reservatorio, onde o material nuclear forma uma Gnica particula
mononucleada, a qual esta envolvida por uma fina camada, denominado de
microcapsula; e outro sistema do tipo matricial, onde o material encapsulado esta
disperso de maneira uniforme sob uma matriz polimérica, denominado de microsfera
(ANAL & SINGH, 2007).

O processo de microencapsulacdo apresenta inameras aplicagcdes em
diversos segmentos da industria (BOH et al., 1999) como: a incorporacdo de
substancias hidrofébicas em sistemas aquosos (PALMIERI et al., 2002); para o
mascaramento de sabor e odor desagradaveis; aumento da estabilidade e prazo de
validade (HAWKINS; BLEDSOE; DUNCAN, 2000; ERSUS & YURDAGEL, 2007);
reducado de toxicidade, e liberacdo modificada de farmacos (QUENELLE et al., 1999;
CHAMPAGNE & FUSTIER, 2007).

Os métodos de obtencdo das microcapsulas podem ser divididos em:
métodos mecanicos, onde se destaca a atomiza¢cdo com secagem ou spray drying;
métodos fisico-quimicos, como 0s processos de coacervagcdo ou separacdo de
fases; e métodos quimicos, como por exemplo, a polimerizacdo interfacial (RE,
1998). A escolha do método depende de alguns fatores importantes, principalmente
das caracteristicas fisico-quimicas do material nuclear e do material de cobertura.

Fatores; como o tamanho das particulas obtidas e o custo operacional também
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podem influenciar na escolha do método de preparacdo (WENDEL & CELIK, 1997,
WATANABEA et al., 2004).

Dentre os métodos mecanicos de obtencdo de microcapsulas descritos, a
secagem por spray drying € a mais utilizada (RATTES & OLIVEIRA, 2007,
GHARSALLAOQUI et al, 2007). Este método consiste na formacdo de um material
particulado soélido a partir da atomizagéo de um sistema liquido sob uma corrente de
ar quente, no interior de uma camara de secagem. Este sistema liquido pode se
apresentar como uma dispers&o ou uma pasta (RE, 1998; LOKSUWAN, 2007).

De forma sucinta o processo de secagem por spray drying pode ser descrito
em 4 etapas distintas (MARRETO, 2006), conforme demonstrado na Figura 3:

a) Atomizacéao do liquido

b) Contato do liquido atomizado com o ar aquecido

c) Secagem do material

d) Separacéo do produto seco a partir do ar aquecido

Além dessas etapas, alguns parametros irdo interferir diretamente na
eficiéncia do processo, como a temperatura de entrada e saida do ar, o fluxo de ar, a
pressao de ar, a distribuicdo da temperatura e umidade, entre outros. IniUmeros
trabalhos apresentam a técnica de secagem com spray drying como sendo a mais
utiizada para a obtencdo de microcapsulas. Apesar de ser um processo de
desidratacdo, é possivel, ainda assim, utilizd-lo para a secagem de compostos
termolabeis, além de transformar sistemas liquidos em solidos, obtendo particulas
uniformes e esféricas e com uma boa eficiéncia (WENDEL & CELIK, 1997; SUH;

YOO, LEE, 2007).
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| Entrada do material a ser seco |
{ Ar de atomizagdo |
Estagio 1

|_| Atomizacdo
CAMARA ™ Estdgio 4

DE \ Estégio 2 Coleta do Produto
SECAGEM Contato-Ar Material Seco

| Estdgio 3
Evaporagdo
S R

Figura 3 - Esquema do processo de secagem por spray drying (MARRETO, 2006).

1.3 BIOPOLIMEROS

Um dos passos determinantes para o processo de microencapsulacao € a
selecdo do material de revestimento. A composicdo deste material e suas
caracteristicas fisico-quimicas irdo determinar as propriedades das microcapsulas
assim como o método de obtencédo das mesmas (SHAHIDI & HAN, 1993).

Em funcado dessas caracteristicas, muitos polimeros de origem natural tém se
apresentado como um excelente material de cobertura, principalmente no processo
de encapsulacdo de substéncias de natureza hidrofébica. A combinagdo desses
polimeros torna-se uma alternativa ainda mais eficaz, aumentando as caracteristicas
desejaveis desses materiais durante o processo de microencapsulacédo (SILVA &
MALCATA, 2005; KANAKDANDE; BHOSALE; SINGHAL, 2007). Considerando

especificamente a técnica por spray-drying para microencapsulacdo de acidos
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graxos poliinsaturados, misturas de carboidratos de alto e baixo peso molecular ou
acucares reduzidos e alcoois derivados de acuUcares tém sido patenteadas

(DRUSCH et al., 2009).

1.3.1 Goma Arabica e Maltodextrina

As gomas sao formadas por uma longa cadeia polimérica, sendo capazes de
aumentar a viscosidade quando solubilizadas ou dispersas em agua. Podem, ser
utilizadas para encapsulacao, estabilizacdo de emulsdes e algumas sdo capazes de
formar géis (SHAHIDI & HAN, 1993).

A goma arabica (GA) ou goma acéacia é um exsudato natural de espécies de
Acécias. A principal fonte € a Acacia senegal L., mas pode ser obtida de outras
espécies. Espécies de Acacias s@o encontradas na Africa (zonas sub-Saara),
Austrélia, india e América, onde foram plantadas para reduzirem a eros&o do solo e
como fonte de goma. Os principais paises produtores de goma sdo Senegal, Mali,
Mauritania, Nigéria e Suddo. A goma ardbica obtida da A.senegal L. tem
aproximadamente uma massa molecular de 580.000 Da, sendo constituida de
acucares (~ 45% galactose, 24% de arabinose, 13% de raminose), acido glucurdnico
(~ 16%), acido 4-o-metil glucurénico (~15%) (NUSSINOVITCH, 1997). Devido a
estrutura altamente ramificada, a goma arébica é facilmente dispersivel em agua em
concentragbes de até 50%, porém com baixa viscosidade aparente (THEVENET,
1988), formando emulsdes estaveis (SHAHIDI & HAN, 1993). A estrutura complexa
da goma arabica, constituida principalmente de polissacarideos e glicoproteinas, Ihe
confere propriedades emulsificantes (RE, 1998) que favorecem a encapsulacéo, em

especial, de materiais hidrofobicos.
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Ao longo dos anos esta goma vem sendo utilizada como polimero de escolha
para a microencapsulacdo de substancias volateis, por apresentar uma alta
eficiéncia de encapsulacdo, e permitir um alto teor de material soélido de
revestimento (KRISHNAN; KSHIRSAGAR; SINGHAL, 2005). No entanto, sua
estrutura € altamente permeavel ao oxigénio, o que limita sua aplicacdo em
materiais susceptiveis a oxidagdo (SOOTTITANTAWAT et al., 2005). A combinacao
de outro polimero a goma arabica tem sido uma alternativa que vem sendo
investigada buscando a reducdo desta permeabilidade ao oxigénio (BUFFO &
REINECCIUS, 2000).

As maltodextrinas (MD) sao carboidratos obtidos a partir da hidrolise do amido
de milho, sendo constituidas por um grupo de oligossacarideos composto de pelo
menos trés unidades de glicose. Estas sdo obtidas pela acidificacdo e/ou hidrélise
enzimatica do amido de milho e subsequente secagem para obtencdo do material
em forma de po. Estes polimeros normalmente contém glicose, maltose, maltotriose
além de derivados poliméricos de glicose de alto peso molecular, que variam
dependendo do grau e do método de hidrolise empregado. As maltodextrinas sdo
largamente empregadas na industria alimenticia especialmente em produtos infantis
como uma fonte alternativa de carboidratos (AL-KHATIB; DUGGAL; TOUMGA,
2001). Além disso, estes polimeros tém sido empregados como agentes
encapsuladores, em fungcédo de sua alta funcionalidade, baixo custo e seguranga
(KRISHNAN; BHOSALE; SINGHAL, 2005; KANAKDANDE; BHOSALE; SINGHAL,
2007). Embora, a maltodextrina ndo apresente bons resultados como agente de
retencdo de substancias volateis, alguns trabalhos vém demonstrando sua eficiéncia
guando combinada com a goma arabica tanto para 6leos volateis quanto para 6leos

fixos (MINEMOTO et al. 2002; BUFFO & REINECCIUS, 2000).
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1.3.3 Complexo Caseina-Pectina

A caseina € uma glicofosfoproteina encontrada no leite, sendo constituida de
quatro cadeias (as1, Os2, P € k), com massa molecular de aproximadamente 82.240
Da e ponto isoelétrico de 4,6 (FIAT & JOLLES, 19809).

A caseina apresenta a capacidade de formar estruturas similares a micelas
quando em solucdo, que advém da natureza anfifilica de suas moléculas. No leite,
as caseinas sdo associadas com fosfato de célcio, e quando o fosfato é removido,
as micelas se dissociam em mondmeros e/ou submicelas de caseina
(WALSTRA,1990). A estabilidade das micelas se deve principalmente a caseina «.
Em funcdo do pH 6,7 (pH do leite), as cadeiras k se encontram estendidas
perpendiculares a superficie das micelas. Essa conformacdo impede que outras
micelas vizinhas se aproximem, porque a sobreposicao das cadeias « resultaria em
perda de entropia. Este fenbmeno é chamado de estabilizacdo estérica. Com a
reducdo do pH, os grupos carboxilicos presentes na cadeia k, deixam de se repelir,
a conformacéao estendida colapsa e, sem 0 mecanismo de estabilizacdo, as micelas
se agregam e precipitam (REDIGUIERI, 2008).

A caseina intacta ou modificada vem sendo estudada sob diversos aspectos,
como polimero formador de filmes (BULGARELI; FORNI; BERNABEI, 2000), como
excipiente em sistemas matriciais de liberacdo controlada de farmacos
(HERNANDES; FREITAS; PEREIRA, 1998), para revestimento de formas sdlidas e
na preparacao de microcapsulas (BAYOMI et al. 1998).

As pectinas constituem misturas complexas de polissacarideos, encontrados
na parede celular dos vegetais inferiores e superiores, onde contribuem, associadas

a outros polissacarideos (celulose e hemicelulose) e proteinas, para a firmeza da



Introducdo 37

estrutura do tecido vegetal. E um polissacarideo anibnico constituido,
predominantemente, de polimeros lineares de acido a-(1-4)-D-galacturénico com
acucares neutros como L-ramnose inseridos ou anexados as cadeias principais
(SINHA & KUMRIA, 2003). A pectina é extraida e isolada comercialmente das
cascas das frutas citricas, do tomate e do bagaco da macéd, e outros produtos
vegetais de importancia econdmica. Também pode ser obtida por suspensao de
cultura de células (cenoura, espinafre e rosa), no entanto esta representa uma
fracdo muito pequena de mercado (RIDLEY; O'NEILL; MOHNEM, 2001).

A propriedade mais atrativa da pectina para a industria € a sua capacidade de
formar gel. Sua utilizacdo na industria alimenticia € amplamente conhecida, como
agente espessante e estabilizante. Estudos mais recentes demonstram um grande
potencial de uso no desenvolvimento de sistemas de liberacdo de farmacos, em
especial, os de liberacao célon-especifico (RUBINSTEIN, 1990; DRUSCH, 2007).

Tanto a caseina, quanto a pectina, sdo polimeros que possuem
disponibilidade de grupos funcionais possibilitando a interacdo entre eles e/ou
modificacdes em maior ou menor extensdo, o que possibilita adequa-los ao sistema
de liberacdo planejado (MUHIDDINOVY et al., 2004; NURJAYA & WONG, 2005). No
entanto, misturas de polissacarideos e proteinas em meio aquoso sdo geralmente
instaveis e a separacao de fases, que é uma consequéncia da instabilidade do
sistema, ocorre devido a interacdes repulsivas (segregativas) ou atrativas
(associativas) (DOUBLIER et al., 2000; SCHMITT et al., 1998; TURGEON;
SCHMITT; SANCHEZ, 2007). No primeiro caso, também conhecido como
incompatibilidade termodinamica, os dois biopolimeros ndo se atraem e, depois de
cessada a agitacdo, a dispersdo se separa em duas fases, cada uma contendo

predominantemente um dos polimeros. No outro caso, que inclui coacervacao
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complexa, os biopolimeros se atraem porque possuem cargas opostas, resultando
em uma fase que contém os biopolimeros complexados e outra que contém
principalmente solvente (REDIGUIERI, 2008).

“Coacervagao” deriva do latim “acervus”, que significa agregacédo. O prefixo
“co” significa junto. Portanto, coacervacao se refere a unido de particulas coloidais,
termo introduzido por Bungenberg de Jong e Kruyt em 1929 (apud REDIGUIERI,
2008, p. 37). Neste caso, entende-se por particulas coloidais, as goticulas de fase
polimérica formadas durante a separacdo de fases, também chamadas de
coacervados. Esses coacervados depois coalescem e formam uma fase continua de

complexo insoluvel.

M
\ \ /
O Fase superior :
N pH % Tempo | Tempo
r— _— |/ Coacervado

Co-solubilidade Complexos  Coacervados ~ Separagdo de Mistura aquosa de
fases proteinas do soro do leite +
goma arabica

Figura 4 - Representacdo esquematica da separacao de fases por coacervagdo complexa
(traduzido de WEINBRECK, 2004).

A coacervacédo pode ser simples ou complexa. Na coacervagao simples para
gue haja a separacdo das fases ocorre a adi¢cdo de um eletrélito ou de um solvente
ndo miscivel com a solucdo polimérica. Ja na coacervacao complexa, dois polimeros
de cargas opostas s&do neutralizados em solucdo aquosa (DONG & BODMEIER,
2006).

As interacbes entre pectinas e micelas de caseina em bebidas lacteas

acidificadas vém sendo bastante estudadas (MAROZIENE & DE KRUIF, 2000;
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TUINIER; ROLIN; DE KRUIF, 2002; TROMP et al., 2004), no entanto, nenhum
desses estudos utilizou concentracbes de pectina acima de 1% (p/p), pois o
interesse estava focado na estabilizacdo de bebidas lacteas, o que requer pequenas
guantidades de pectina. Baracat (2004) observou, em misturas de caseina e pectina,
a formacdo de sistemas organizados capazes de encapsular cristais de
indometacina e de paracetamol e sugeriu que eles pudessem controlar a liberacéao
de farmacos (BARACAT, 2004; MORESCHI et al., 2007). Rediguieri (2008),
estudando a mesma mistura polimérica, demonstrou que estes sistemas eram
resultados da formacdo de um complexo entre a caseina e a pectina. Foi
evidenciado que em faixas de pH 6 e 3 ocorre a atracdo entre os polimeros, pois a
caseina se torna positivamente carregada e atrai a pectina carregada
negativamente, resultando na formacao de particulas do complexo. Essas particulas
nao coalescem e sdo resistentes a adicdo de sal (NaCl 100 mM), apresentando um
didmetro médio aproximado de 4 um. As microparticulas de pectina/caseina obtidas
por este método sdo capazes de encapsular com alta eficiéncia tanto substancias
hidrofébicas quanto hidrofilicas, possibilitando sua aplicacdo na encapsulacdo de
compostos variados para fins diversos (REDIGUIERI, 2008).

O presente trabalho teve como proposta a avaliacdo do 6leo de peixe
microencapsulado em duas misturas poliméricas: 1) goma ardbica e maltodextrina e
2) complexo caseina-pectina/maltodextrina, na formacdo de microparticulas para
encapsulacdo do 6leo de peixe. O processo de microencapsulacdo visou proteger
e/ou reduzir a oxidacdo do 6leo de peixe, além de possibilitar o mascaramento do

odor e gosto desagradaveis do 6leo de peixe.



Objetivos 40

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo geral a preparagcéo e caracterizacao
microcapsulas contendo concentrado de Oleo de peixe, rico em acidos graxos

omega-3.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

O desenvolvimento deste projeto compreendeu 0s seguintes objetivos

especificos:

a) ldentificacdo quimica dos componentes do 6leo de peixe por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa,;

b) Preparacdo e secagem de microcapsulas, por spray-drying, utilizando duas
misturas poliméricas: a primeira constituida de goma arabica e maltodextrina
e a segunda de caseina-pectina e maltodextrina,

c) Avaliacdo da eficiéncia de encapsulacao por analise quimica quantitativa;

d) Determinacdo do tamanho das particulas;

e) Avaliacdo morfoldgica das microcapsulas;

f) Avaliacdo da estabilidade quimica e morfologica das microcdpsulas apés

condi¢Oes de estresse oxidativo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

O concentrado de 6leo de peixe (lote n°® 07030070) foi gentilmente fornecido
pela empresa Relthy Laboratorios LTDA. A goma arabica, Instant Gum IRX 49345,
foi doada pela CNI — Colloides Natules —Brasil. A maltodextrina (FARMAL™ MD 5,
DE 5,9 - lote n° 301.7060002) foi gentilmente fornecida pela Corn Products S.A. A
pectina (Genu® Tipo USP-B, lote LS 1037) foi fornecida pela CPKELCO, Brasil e a
caseina lactea (lote n°® HA04037) pela Wenda Int. Trade Co. TTD. Os solventes,
como hexano, isopropanol, metanol, cloroférmio e acetona (todos grau P.A.), assim
como o acido ascérbico e o propilgalato foram adquiridos da empresa Vetec Quimica
Fina Ltda. O reagente de Karl Fischer, o sulfato ferroso, o tiocianato de amoénio, o
acido tricloroacético (TCA) e o acido etilenodiamino tetra acético (EDTA) foram
adquiridos da Merck Reagentes S.A. O hidroperoxido de cumeno, o acido
tiobarbiturico (TBA), o trifluoreto de boro (solucdo a 50%) e os corantes isotiocianato
de fluoresceina (FITC) e vermelho do Nilo foram obtidos da empresa Sigma Aldrich
Quimica Brasil Ltda. A lecitina de soja foi doada pela Sociedade Algodoeira do
Nordeste Brasileiro (SANBRA). O tocoferol foi adquirido a partir de céapsulas
comerciais de vitamina E 1000 Ul (acetato de Dl-alfa tocoferol e D-alfa tocoferol) da

empresa Rexall Sundown do Brasil Ltda.
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3.2 ANALISE QUALITATIVA DO OLEO DE PEIXE POR CROMATOGRAFIA EM
FASE GASOSA

Amostras de 6leo de peixe e de microcapsulas foram preparadas para analise
por cromatografia em fase gasosa segundo a metodologia descrita por METCALFE

SCHMITZ; PELKA (1966), com modificac6es como descrito a seguir.

3.2.1 Preparo das amostras de 6leo de peixe para andlise

Cerca de 50 mg de 6leo, acondicionados em baldo, foram adicionados de 2,5
mL de solu¢do metandlica de BF; a 14%. O bal&do foi acoplado a um condensador
refrigerado a temperatura de 15°C. O sistema foi mantido sob agitacdo e, apos
aquecimento até 80°C, foi realizado refluxo por 10 minutos. Em seguida, foram
adicionados 4 mL de n-heptano e o sistema foi mantido em aquecimento e refluxo
por mais 10 minutos. ApGs este periodo, o sistema foi resfriado e 2 mL de solugéo
saturada de NaCl foram adicionados ao baldo e o conteuddo homogeneizado; a fase

organica foi separada e reservada em frasco lacrado para andlise cromatografica.

3.2.2 Condi¢cbes cromatograficas para analise das amostras de 6leo de peixe

Um volume de 1,0 pL da fase organica foi injetado e analisado por
cromatografia em fase gasosa, em cromatografo HP Hewlett-Packard 6890 com
detector de ionizagc&o de chama (CG-FID) com injetor tipo split (270°C), com divisao
de vazado de 1:10, utilizando coluna capilar Varian 6501767 (100m x 0,25mm X
0,25um de espessura do filme). A vazéo foi de 1,5 mL/min para o hélio, como gas de

arraste, sob fluxo constante. Temperatura inicial de 110°C por 0,5 min, seguida de
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aguecimento a 5°C/min até 270°C, e permanecendo 10 minutos sob esta
temperatura.

Aliguotas de mesmo volume foram analisadas em cromatografo HP Hewlett-
Packard 6890, acoplado a um detector de massa (CG-EM) nas mesmas condicdes
de analise acima descritas.

Uma mistura padrédo de acidos graxos poliinsaturados (C4, C6, C8, C10, C11,
C12, C14, C14:1, C15, C15:1, Ci6, Cl6:1, C17, C17:1, C18, C18:1n9, C18:2n6,
C18:3n6, C20, C20:1, C20:5, C21, C22, C22:6, C24 e C24:1; Sigma) diluida em
guantidade suficiente de n-heptano foi injetada e analisada por CG-FID e CG-EM

para auxiliar na identificacdo dos componentes do Gleo de peixe.

3.3 PREPARACAO DAS MICROCAPSULAS DE GOMA ARABICA,

MALTODEXTRINA E OLEO DE PEIXE

As microcapsulas foram preparadas variando-se as concentracdes de polimero

e de 6leo de peixe, conforme descrito abaixo:

Preparagdo 1: Goma Arabica (GA) + Maltodextrina (MD) + Oleo de Peixe (OP) (1:1:1)
Preparacdo 2: GA + MD + OP + ALT (1:1:1)

Preparacdo 3: GA + MD + OP + ALT (1:2:1)

Nas preparacdes 2 e 3 foi adicionada uma mistura antioxidante (acido
ascorbico 8,6%, lecitina 5,2% e tocoferol 86,20%), denominada ALT na
concentracdo de 0,58% em relacdo a massa de 0Oleo de peixe da preparacdo (apud
HIGGINS, et al, 1999).

Os valores percentuais de massa (g) de polimero, 6leo de peixe e da mistura

antioxidante estdo descritos na Tabela 1.
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Tabela 1 - Valores percentuais de cada componente empregado nas
preparacbes de microcapsulas de goma arabica, maltodextrina e 6leo de

peixe.
P 5 Goma Oleo de Pei ALT
reparacoes i €0 dae reixe
parag Arébica Maltodextrina
1 15% 15% 15%
2 15% 15% 15% 0,58%
3 10% 20% 10% 0,58%

* Porcentagem em relacdo a quantidade de 6leo total na formulacéo

Para cada preparacdo, a goma arabica e a maltodextrina, foram pesadas e
dispersadas em &gua destilada separadamente, com auxilio de um agitador
mecanico (IKA, RW-20) a 300 rpm. Em seguida, a respectiva massa de Oleo de
peixe foi adicionada a dispersdo de GA e submetida a agitacdo com um
homogeneizador do tipo Turrax (IKA, T25 basic, 13.500 rpm) por 2 minutos. Para as
preparacdes 2 e 3 a mistura antioxidante ALT foi adicionada ao 6leo de peixe antes
da incorporacdo a goma arabica. Em seguida, a dispersdao de maltodextrina foi
adicionada, e a mistura permaneceu sob agitacao por 15 minutos. Antes de iniciar o
processo de atomizacdo e secagem (item 3.5), a dispersdo foi novamente
homogeneizada em Turrax por 1 minuto e submetida a um fluxo de nitrogénio (N2)

por cerca de 1 minuto.

3.4 PREPARACAO DAS MICROCAPSULAS DE MALTODEXTRINA, COMPLEXO

CASEINA-PECTINA E OLEO DE PEIXE

Identicamente as anteriores, as microcapsulas foram preparadas variando-se
as concentracdes de maltodextrina, do complexo caseina-pectina e de 6leo de peixe,

conforme descrito abaixo:
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Preparacéo 4: Maltodextrina (MD) + Complexo Caseina-Pectina (CP) + Oleo de Peixe (OP) (1:1:1)
Preparacdo 5: MD + CP + OP + ALT (1:1:1)

Preparacdo 6: MD + CP + OP + ALT (1:2:1)

Nas preparacbes 5 e 6 foi adicionada uma mistura antioxidante ALT na
concentracdo de 0,58% em relagdo a massa de 6leo de peixe da preparagéo.
Os valores percentuais de massa (g) de polimero, 6leo de peixe e da mistura

antioxidante estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2 - Valores percentuais de cada componente empregado nas
preparacfes de microcapsulas do complexo caseina-pectina e 6leo de peixe.

P N Caseina- Sleo de Pe LT

reparacoes . eo de Peixe

parag Pecting  Maltodextrina
4 7.5% 7.5% 7.5%
5 7,5% 7,5% 7 5% 0,58%
6 7,5% 15% 7.5% 0,58%

* Porcentagem em relagcdo a quantidade de 4leo total na formulacéo

As microcépsulas foram obtidas pela metodologia descrita por Baracat (2004),
com algumas modificagBes. Para cada 100 mL de dispersédo do complexo caseina-
pectina, 3,5 g de pectina foram dispersas em 60 mL de agua destilada
(aproximadamente 3 horas) com o auxilio de agitador mecéanico (IKA, RW-20) a 400
rpm. 3,5 g de caseina foram dispersas em 40 mL de 4gua destilada, sendo o pH da
disperséo ajustado lentamente com solucdo de NaOH 4 N até aproximadamente 8 +
0,5. Em seguida, a dispersédo de pectina foi vertida sobre a de caseina e o pH da
nova disperséo polimérica foi novamente ajustado para 8 + 0,5, permanecendo sob
agitagcdo por 12 horas. ApOs este periodo, o Oleo de peixe e a mistura de

antioxidantes foram adicionados a dispersao de caseina/pectina e homogeneizados
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em Turrax por 2 minutos. Em seguida, foram adicionadas, lentamente, quantidades
suficientes de solucdo de HCI 1 M até que se atingisse pH 3,5 £ 0,3. Logo apds, a
maltodextrina foi adicionada lentamente a dispersao até completa solubilizacéo.

Durante todo o processo de formacdo do complexo caseina-pectina, as
microcapsulas foram acompanhadas por microscopia otica (Microscépio Olympus
CBA). Uma amostra de dispersdo do complexo caseina-pectina em pH 8,0, com ou
sem Oleo de peixe, foi corada com corante de contraste panético rapido n® 2
(solucdo de xantenos a 0,1%) para melhor evidenciar as microparticulas formadas.
Igualmente, uma amostra da dispersdo acida foi corada com pandético rapido n° 1
(solucao de triariimetano a 0,1%).

Antes de iniciar o processo de atomizacdo e secagem, a dispersao foi
novamente submetida a homogeneizacdo no Turrax por 1 minuto e, em seguida, a
um fluxo de nitrogénio por mais 1 minuto. O material obtido foi submetido a

atomizacgao e secagem, nas condi¢des descritas no item 3.5.

3.5 OBTENCAO E SECAGEM DAS MICROCAPSULAS POR ATOMIZACAO EM

SPRAY-DRYER

As dispersdes aquosas de goma arabica/maltodextrina/6leo de peixe, e as
microcapsulas obtidas pelo complexo caseina-pectina/maltodextrina/6leo de peixe
foram atomizadas e secas em Spray-dryer - Buchi, modelo B-191 (Figura 4) sob as

seguintes condicdes:
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Tabela 3 - Condi¢des operacionais do equipamento mini-spray-
dryer para a secagem das microcapsulas.

Condicdes operacionais Parametro
Temperatura de entrada 170°C
Temperatura de saida 118-120°C
Aspirador 100%
Vazéo 3 mL/min
Fluxo 700 L/h
Press&o 4 Kgflem?

O bico atomizador operou sob refrigeracdo com o auxilio de um banho de

refrigeracao (HAAKE, F6) a 20°C.

Figura 5 - Equipamento Mini Spray-Dryer (Modelo B-191, Buchi).

3.6 AVALIACAO DA EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO DAS MICROCAPSULAS
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3.6.1 Determinacéo do 0leo de superficie das microcapsulas

Em tubos de ensaio tipo Falcon, contendo amostras de cerca de 1 g de
microcdpsulas, foram adicionados 15 mL de hexano P.A. A mistura foi
homogeneizada em agitador do tipo vortex (Thermolyne, Maxi Mix Il) por 2 minutos,
e, em seguida, centrifugada por 20 minutos a 2800 x g, (centrifuga Beckman Coulter,
Allegra™ 21R). O sobrenadante foi filtrado e evaporado sob fluxo de nitrogénio e o
conteudo lipidico determinado gravimetricamente (BAIK et al., 2004). Todas as

andlises foram realizadas, em pelo menos, triplicata.

3.6.2 Determinacao do 6leo encapsulado das microcapsulas

Para as preparacfes 1, 2, 4 e 5 amostras de cerca de 0,3 g de microcipsulas
foram analisadas. No entanto, para as preparacdes 3 e 6 amostras de cerca de 0,4 g
de microcapsulas foram utilizadas. Todas as amostras foram pesadas em tubo
Falcon de 50 mL, ao qual foram adicionados 4 mL de hexano e, em seguida,
homogeneizadas em agitador tipo vortex por 1 minuto, seguida de centrifugacdo por
20 minutos a 2800 x g. O sobrenadante foi descartado e ao residuo foram
adicionados 2 mL de agua destilada, e que foi seguido de nova agitacdo em vortex
por 1 minuto. Em seguida, foram adicionados 25 mL de uma solugao
hexano/isopropanol (3:1 v/v), e agitado em vortex por mais 2 minutos, seguido de
centrifugacdo por 20 minutos a 2800 x g. A fase organica foi cuidadosamente
separada com auxilio de pipeta pasteur e transferida para um erlenmeyer
previamente tarado. O processo de extracdo com a solugcdo hexano/isopropanol foi

repetido por mais duas vezes e a fase organica coletada no mesmo erlenmeyer. A
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fase organica coletada foi evaporada sob fluxo de nitrogénio e o conteudo lipidico
determinado gravimetricamente (HARDAS et al., 2002). Todas as andlises foram

realizadas em pelo menos triplicata.

3.7 AVALIACAO DO INDICE DE PEROXIDO (IP)

3.7.1 Curva padréo do hidroperoxido de cumeno

Para gquantificacdo do indice de perdoxido nas microcapsulas e no 6leo de
peixe foi elaborada uma curva analitica utilizando-se como substancia padrdo o
hidroperoxido de cumeno (Sigma-Aldrich). Amostras de 10 uL de hidroperéxido de
cumeno foram transferidas para baldo volumétrico adequado, diluidas com solucao
de cloroférmio/metanol (2:1 v/v) e adicionadas de 50 pL de uma solucdo de Fe*?
(0,005 M) e 50 pyL de uma solugdo de tiocianato de amébnio a 3%. Logo apds a
adicdo dos reagentes, as solu¢cdes foram homogeneizadas e incubadas em sala
escura por 20 min. Em seguida foi realizada a leitura da absorbancia das amostras,
em espectrofotbmetro UV (Shimadzu; mod. UV Mini-1240), de concentracdes, 10,13,
12,16, 14,18, 16,21 e 18,24 yM, no comprimento de onda de 500 nm (UV-visivel)
para posterior confeccdo da curva analitica (MIHALJEVIC; KATUSIN-RAZEM,;

RAZEM, 1996).
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3.7.2 Avaliacédo do indice de peroxido do concentrado de 6leo de peixe

A analise do indice de peroxido (IP) na amostra do concentrado do 6leo de
peixe foi realizada segundo a metodologia descrita por BAIK et al. (2004) e
MIHALJEVIC; KATUSIN-RAZEM; RAZEM (1996), com pequenas alteracdes.
Amostras de cerca de 0,1 g do Oleo de peixe foram transferidas para balédo
volumétrico (50 mL) e diluidas com uma solugéo de cloroformio:metanol 2:1 (v/v). Ao
baldo foram adicionados ainda 50 L de uma solugdo de Fe* (0,005 M) e 50 pL de
uma solucéo de tiocianato de amdnio a 3% e o volume ajustado com a solucéo de
cloroférmio/metanol. Logo apds a adicdo dos reagentes, a amostra foi agitada em
homogeneizador do tipo vortex e incubada em sala escura por 20 minutos. A
amostra foi levada para leitura em espectrofotdbmetro UV-Visivel no comprimento de
onda de 500 nm e o indice de perdxido foi quantificado através da curva padrao do

hidroperéxido de cumeno.

3.7.3 Avaliacdo do indice de perdxido do 6leo de superficie das microcapsulas

Para a determinacdo do indice de peréxido nas preparacdes 1, 2, 4 e 5,
amostras de cerca de 0,3 g de microcipsulas foram empregadas. Para as
preparacdes 3 e 6, amostras de cerca de 0,4 g de microcapsulas foram analisadas.
Todo o procedimento para determinacéo do indice de peroxido seguiu a metodologia

descrita no item 3.7.2 acima.
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3.7.4 Avaliacédo do indice de peroxido do 6leo encapsulado das microcapsulas

A determinacéo do indice de perdxido nas microcapsulas foi feita segundo a
metodologia anteriormente descrita para a extracdo do Oleo encapsulado, seguido

da avaliacdo do indice de peréxido conforme descrito no item 3.6.1.

3.8 DETERMINACAO DOS VALORES DAS SUBSTANCIAS QUE REAGEM COM O

ACIDO TIOBARBITURICO (TBARS)

Amostras de massas entre 0,1 a 0,16 g de microcapsulas e do concentrado de
Oleo de peixe foram adicionadas de 2 mL de uma solucdo contendo 7,5% de acido
tricloroacético/ 0,1% de propilgalato/ 0,1% de EDTA e homogeneizadas com auxilio
de um agitador do tipo vortex. Em seguida, foram adicionados 2 mL de hexano
seguido de nova homogeneizacdo e posterior centrifugacdo a 2800 x g por 5
minutos. A fase organica foi cuidadosamente separada para recipiente fechado.
Este procedimento foi repetido duas vezes e a fase organica transferida para o
mesmo recipiente. Em seguida o solvente foi evaporado sob fluxo de nitrogénio. O
residuo da evaporacdo foi ressuspendido com 5 mL de uma solucdo de &cido
tiobarbitdrico 0,02 M. A amostra foi incubada por 15 minutos em banho-maria, e
levada para leitura em espectrofotometro no comprimento de onda de 532 nm. A
quantificacdo das amostras foi realizada com base no coeficiente de extingdo molar
do malonaldeido (15.600 M™* cm™) (BAIK, et al., 2004; SRINIVASAN & XIONG,

1996).
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3.9 AVALIACAO DA ESTABILIDADE QUIMICA DO OLEO DE PEIXE E DAS

MICROCAPSULAS APOS CONDICOES DE ESTRESSE OXIDATIVO

Cada formulacdo, tanto de Oleo de peixe quanto de microcapsulas, foi
acondicionada individualmente em placa de petri fechada e armazenada no interior
de uma camara climatica (FANEM, Modelo 345) mantendo-se a temperatura de
40°C e 75% de umidade, pelo periodo de 30 dias. A avaliagdo da estabilidade
quimica foi realizada a cada 7 dias através da determinacdo do indice de peréxido,
tanto do material lipidico de superficie quanto do encapsulado, conforme descrito
nos itens 3.7.3 e 3.7.4, respectivamente, bem como a proporcdo relativa dos
aldeidos formados através da determinacdo dos valores das substancias que
reagem com o acido tiobarbitirico (TBARS), usando o método modificado de

Srinivasan e Xiong (1996), conforme descrito no item 3.8.

3.10 DETERMINACAO DA UMIDADE DAS MICROCAPSULAS

O teor de umidade das microcépsulas foi determinado através de titulacdo
direta com reagente do tipo Karl Fischer (Metler Toledo, mod DL31) seguindo o
Método | descrito na Farmacopéia Americana 302 Edicdo (2007), para umidade de
pés. Cerca de 100 mg de cada amostra foram adicionados ao titulador e a
guantidade de agua presente nestas determinada através da reacdo quantitativa da

agua com a solucéo titulométrica.
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3.11 DETERMINACAO DA DENSIDADE DAS PARTICULAS

Amostras, em triplicata, de massa entre 1,3758 g a 1,7138 g foram analisadas
em picndmetro Micrometrics modelo Accupyc 1330 V3.03, a temperatura de 25 +

5°C, com vazéo de hélio de 17 psi.

3.12 DETERMINACAO DO TAMANHO DAS PARTICULAS

A andlise granulométrica das microcapsulas foi realizada por difracéo a laser
em um analisador CSD: Malvern Mastersize Microplus MAF 5001. Amostras de
massa entre 1,3758 g e 1,7138 g foram dispersas em 500 mL de acetona, a
temperatura ambiente. Durante toda a analise a dispersao foi mantida sob agitacéo
constante. A distribuicdo do tamanho das particulas foi expressa em % de volume de

particulas em uma faixa de tamanho.

3.13 AVALIACAO MORFOLOGICA DAS MICROCAPSULAS

3.13.1 Microscopia eletrénica por varredura

Amostras de microcapsulas foram distribuidas sobre uma fita dupla-face,
aderidas a um suporte metalico e revestidas, sob atmosfera de argdnio, com ouro
coloidal utilizando um Sputer Coater (BAL TEC BALZERS SDC-050) com uma
cobertura de ouro de 240 segundos. Em seguida, as amostras foram analisadas em

microscopico eletrdnico de varredura JSM T330A - JEOL®.
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3.13.2 Microscopia confocal a laser

A analise morfologica das microcapsulas por microscopia confocal a laser foi
realizada segundo a metodologia descrita por Lamprecht, Schafer e Lehr (2000a),
com algumas modificacoes.

A dispersdes de goma ardbica em agua (Preparacdes 1 e 2), foram
adicionadas aliquotas de 250 uL de solucéo de isotiocianato de fluoresceina (FITC
(Aldrich); Img/mL em DMSO). As dispersdes com o corante foram mantidas sob
agitacdo por 40 minutos, na auséncia de luz. A massa de 6leo de peixe
correspondente (com e sem ALT) foram adicionados cristais de corante vermelho
nilo (0,05% p/p de 6leo) que, com auxilio de agitacdo manual, foram completamente
dispersos no 6leo. O éleo de peixe corado foi vertido sobre a dispersdao de goma
arébica-FITC sob agitacdo por 10 minutos, seguido de 2 minutos em
homogeneizador do tipo Turrax (13.500 rpm). Logo apds, foi adicionada a dispersao
de maltodextrina e a dispersao contendo os dois polimeros e o 6leo de peixe foi
agitada por mais 5 minutos sendo, em seguida atomizada em spray-dryer Buchi que
operou nas condi¢des descritas no item 3.5.

Para a preparacdo das microcapsulas do complexo caseina-pectina, a
solucdo de FITC (1mg/ml em DMSO) foi adicionada a caseina e os cristais de
vermelho nilo (0,05% p/p de 6leo) ao 6leo de peixe. O procedimento de preparo foi
idéntico ao descrito no item 3.4. A atomizagdo e secagem das microcapsulas foram
feitas nas condi¢Ges operacionais descritas no item 3.5.

Todo o processo de preparo de ambas as microcapsulas transcorreu na
auséncia de luz e o equipamento foi completamente recoberto com aluminio para o

procedimento de secagem do material corado.
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Amostras de microcapsulas (secas) coradas foram hidratadas com
quantidade suficiente de agua para o perfeito umedecimento do material e, em
seguida, foram distribuidas entre uma lamina e laminula e analisadas em um
dispositivo de varredura confocal a laser Fluoview V3.3 (Olympus, Japéo) acoplado
a um microscopico up-right BX51 (Olympus). As imagens foram adquiridas por
excitacdo em laser de 488 nm, utilizando-se filtros de emissdo em 510-530 nm para
o FITC e excitacdo em laser 530 nm com filtros de emissdo em 560-600 nm para o

vermelho Nilo (LAMPRECHT; SCHAFER; LEHR, 2000b).

3.14 ANALISES ESTATISTICAS

As andlises estatisticas dos dados de indice de peréxido e determinacao de

TBARS foram realizadas usando ANOVA one way seguida do teste de Tukey.

Foram considerados com significAncia estatistica os valores de P<0,05 (Anexo 3).
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO QUIMICA DO OLEO DE PEIXE

a espectrometria de massa (CG-EM),

A caracterizacdo do 6leo de peixe por cromatografia em fase gasosa acoplada

seguida da analise qualitativa por

cromatografia em fase gasosa com detector de ionizacdo de chama (CG-FID) esta

apresentada na Tabela 4. O acido eicosapentaendico (EPA), um dos acidos 6mega-

3, foi o componente de maior abundéancia (21,32%); e o acido docosahexaendico

(DHA) estava presente em menor quantidade (9,4%).

Tabela 4 - Composicao e percentual de acidos graxos identificados na amostra de

6leo de peixe.

Acidos graxos

%

10

11

Acido miristico

Acido palmitico

Acido palmitoleico

Acido 7, 10 hexadecaendico
Acido 4,7,10-hexadecatriendico
Acido estearico

Acido oléico

Acido linoleico

Acido linolénico

Acido eicosapentaendico (EPA)
Acido docosahexaendico (DHA)

Outros

C14:0
C16:0
Cle6:1
C16:2
C16:3
C18:0
C18:1 (n-9)
C18:2
C18:3

20:5

22:6

9,4

15,84

9,67

15

191

2,32

11,31

1,84

1,06

21,32

9,4

14,44

* nimeros de identificacdo no cromatograma - Figura 6
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A Figura 6 apresenta o cromatograma do 6leo de peixe com a identificacéo de

cada componente, conforme a Tabela 4.

Abundancia 10
2200000 4
2000000 4
1200000 4 2
1500000 3
1400000 4
1200000 4 "
1000000 1 3
200000 4 7
S00000 4
400000 4
200000 J 56
4
v e el 0, .

2.00 10/0012/0014.0015.0015.0020.0022.0024.0026.0028.0030.00

Tempo

Figura 6 - Cromatograma de ions totais da amostra de éleo de peixe. Os nimeros
indicam os componentes identificados por CG-EM conforme a Tabela 4.

4.2 PROCESSO DE MICROENCAPSULACAO: COMPLEXO CASEINA/PECTINA
(COACERVACAO COMPLEXA)

Todas as etapas de formacdo das microcapsulas do complexo caseina-
pectina foram acompanhadas por microscopia 6Otica. Na primeira etapa foi observada
a formacdo das microcapsulas em pH 8,0 (Figura 7A), com perfeita definicdo das
microparticulas formadas. Na Figura 7B, pode-se observar a adi¢do do 6leo de peixe
a mistura, sob agitacdo de 400 rpm (IKA, RW-20), enquanto que a Figura 7C
apresenta a formacéo final das microcapsulas apdés a homogeneizagdo com o auxilio

do Turrax.
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Figura 7 - Fotomicroscopia Gtica das microcapsulas
obtidas pelo processo de coacervacdo complexa em
pH basico. A. Formacdo das microcapsulas do
complexo caseina-pectina (20x); B. Ap6s adicdo do
Oleo de peixe ao complexo (20x); C. Complexo
caseina-pectina/éleo de peixe apés homogeneizacao
com Turrax (40x).
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As Figuras 8A e 8B apresentam as microparticulas apés o ajuste do pH da

suspensao para 3,5 e a adicdo da maltodextrina, respectivamente.

Figura 8 - Fotomicroscopia 6tica das microcapsulas obtidas pelo
processo de coacervagdo complexa em pH é&cido (3,5). A.
Microcapsulas do complexo caseina-pectina / 6leo de peixe (20x);
B. Apds adicdo de maltodextrina a suspensao (20x).
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4.3 RENDIMENTO

O rendimento médio das trés preparacdes de microcapsulas de goma
arabica-maltodextrina/6leo de peixe foi de 6,13%. Em termos de percentuais
individuais, a preparacao 3 foi a que apresentou melhor rendimento, 9,61%.

Ja no processo de secagem do complexo caseina-pectina/dleo de peixe o
rendimento médio foi de 16,33%. Em termos individuais, a preparacdo 5 foi a que

apresentou melhor rendimento, 25,54%.

4.4 EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO DAS MICROCAPSULAS DE OLEO DE

PEIXE

As microcapsulas de goma arabica-maltodextrina/6leo de peixe apresentaram
eficiéncia de encapsulamento do processo de 51,20% para a preparacao 1; 56,79%
para a preparacao 2 e 54,72% para a preparacao 3 (Figura 9), e uma eficiéncia total
de encapsulacéo de 99,61% para a preparacédo 1, 99,56% para a preparacao 2, e
97,11% para a preparacao 3.

As preparacdes do complexo caseina-pectina/maltodextrina/éleo de peixe
apresentaram eficiéncia de encapsulamento de 67,89%, 65,33% e 64,74% para as
preparacdes 4, 5 e 6, respectivamente (Figura 10), e eficiéncia total de

encapsulacdo de 97,61%, 97,51% e 98,54%.
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Figura 9 — Grafico representativo da eficiéncia de encapsulagéo

das

preparacdes

maltodextrina/6leo de peixe.
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Figura 10 — Grafico representativo da eficiéncia de encapsulagéo
das preparagcdes de microcapsulas do complexo caseina-

pectina/dleo de peixe
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4.5 DETERMINACAO DA UMIDADE DAS MICROCAPSULAS

O teor de umidade encontrado nas microcapsulas variou entre 5,25 e 6,03%
nas seis preparacfes (Figura 11), apresentando uma variabilidade baixa entre as
microcapsulas de mesma mistura de polimeros; 0,41% foi a maior diferenca
percentual observada, para as microcapsulas de goma arabica-maltodextrina. Nas
microcapsulas do complexo caseina-pectina foi observada uma diferenca um pouco
maior (0,63%).

10

g 6,03
5’25 5,66 5,55 5,68 5’40

Teor de Umidade (%)

Preparacdes

Preparagdo 1l = Preparacgéo 2 Preparacgéo 3

® Preparacdo 4 mPreparacdo5 Preparacéo 6

Figura 11 — Gréfico representativo do teor de umidade nas
diferentes preparagfes de microcapsulas.

4.6 AVALIACAO MORFOLOGICA DAS MICROCAPSULAS

4.6.1 Microscopia Eletronica de Varredura das microcapsulas

A avaliacdo de superficie tanto das microcapsulas de goma arabica-

maltodextrina/6leo de peixe, como do complexo caseina-pectina foi realizada por

microscopia eletrénica de varredura e pode ser observada na Figura 12.
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0035 160X 15 kv

Figura 12 - Fotomicrografias eletrbnicas das microcapsulas contendo 6leo de peixe. A.
Microcapsulas de goma arabica-matodextrina/6leo de peixe (50x; 10 KV). B. Microcapsulas
complexo caseina-pectina-maltodextrina/dleo de peixe (160x; 15 KV).

As microcapsulas de goma ardbica-maltodextrina/ 6leo de peixe
apresentaram uma formato arredondado, com depressdes ou deformacgfes em sua
superficie. Foi possivel observar também, particulas de diferentes tamanhos, sem
poros ou rachaduras e de paredes continuas (Figura 13A e 13B). A Figura 13C
ilustra nitidamente a formacédo da microcapsula, onde foi possivel observar uma fina
parede que reveste o Oleo de peixe aprisionado na microcapsula, indicando a

formacéao de um sistema mononucleado.

0020 2200X 15kV

Figura 13 - Fotomicrografias eletrébnicas das microcapsulas de goma arabica-
maltodextrina/oleo de peixe. A. Aglomerado de microcapsulas (1100x; 15KV); B.
Microcapsula em destaque (2200x, 15 KV); C. Microcapsula rompida (1900x, 15 KV).
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A Figura 14 ilustra as fotomicrografias eletrénicas das microcapsulas do
complexo caseina-pectina-maltodextrina/6leo de peixe, onde é possivel observar
gue as particulas apresentam formato esférico e também depressdes na superficie,
igualmente as microcapsulas de goma-maltodextrina. As particulas apresentaram a

superficie integra, sem poros ou rachaduras.

0034 1700X"15 kv 7 0024 2500X 15 kv

Figura 14 - Fotomicrografias eletrbnicas das microcapsulas do complexo caseina-pectina-
maltodextrina/6leo de peixe. A. Aglomerado de microcipsulas (1700x; 15KV); B.
Microcapsula em destaque (2500x, 15 KV).

4.6.2 Microscopia confocal a laser das microcapsulas

Os resultados dos cortes seccionais das imagens obtidas a partir da
microscopia confocal a laser, apresentados na Figura 15, mostram a mistura
polimérica goma arabica-maltodextrina em coloracdo verde (Figura 15A), o 6leo de
peixe corado em vermelho (Figura 15B) e na Figura 15C, pode-se observar uma
sobreposicdo de ambas as imagens. A Figura 15F, mostra a imagem de um outro
corte onde foi possivel visualizar melhor a grande concentracdo de 6leo sobre a
superficie da microcapsula (coloragdo vermelho intensa), que corrobora com 0s

dados encontrados nas analises de 6leo de superficie.
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Figura 15 - Imagens obtidas por microscopia confocal a laser das microcapsulas de goma
ardbica-maltodextrina/6leo de peixe. A e D - Microcapsulas coradas com FITC (mistura
polimérica). B - Microcapsulas coradas com vermelho do nilo (6leo de peixe). C e F -
Imagens A e B e D e E sobrepostas.

Na Figura 16 pode-se observar as imagens obtidas dos cortes seccionais das
microcapsulas com o complexo caseina-pectina-maltodextrina (Figura 16A), o 6leo
de peixe em cor vermelha (Figura 16B) e a sobreposicdo dessas imagens
representadas na Figura 16C. Neste caso, como no anterior, as imagens sugerem
que o 6leo de peixe estd completamente distribuido na estrutura polimérica,
formando um sistema tipo microesfera.

A imagem também apresentou a mesma estrutura morfolégica observada
pela microscopia otica (Figura 8, item 4.2), onde as goticulas de 6leo envolvidas pelo
sistema polimérico formaram uma pequena protuberancia na particula, que como

observado na Figura 8A (seta) ocorreu somente para 0 complexo caseina-pectina.
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Figura 16 - Imagens obtidas por microscopia
confocal a laser das microcapsulas do
complexo caseina-pectina-maltodextrina/6leo
de peixe A - Microcapsulas coradas com FITC
(mistura polimérica) B - Microcapsulas coradas
com vermelho do nilo (o 6éleo de peixe). C.
Imagens A e B sobrepostas.
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4.7 DETERMINACAO DA DENSIDADE DAS PARTICULAS

Na Tabela 5 estdo descritos os valores de densidade obtidos para as seis
amostras estudadas. As microcapsulas do complexo caseina-pectina-
maltodextrina/6leo de peixe apresentaram densidade média de 1,3803 a 1,4418
g/cm® e para as microcapsulas de goma arabica-maltodextrina/éleo de peixe foram

encontrados valores um pouco menores, de 1,2945 a 1,4104 g/cm?.

Tabela 5 - Descricdo dos valores médios de volume e densidade das preparacdes
das microcapsulas desenvolvidas.

Preparacéo Peso Volume real Densidade
© (cm’) (glem?®)
CP+MD+OP+ALT (1:1:1) 1,5020 1,0649 1,4105
CP+MD+OP sem ALT (1:1:1) 1,6538 1,1471 1,4418
CP+MD+OP+ALT (1:2:1) 1,7138 1,2417 1,3803
GA+MD+OP sem ALT (1:1:1) 1,5761 1,1949 1,3190
GA+MD+OP +ALT (1:1:1) 1,6677 1,2894 1,2945
GA+MD+0OP +ALT (1:2:1) 1,3758 0,9755 1,4104

4.8 DETERMINACAO DO TAMANHO DE PARTICULAS

A determinacdo da distribuicdo granulométrica das microcapsulas de 6leo de
peixe pode ser observada na Tabela 6 e nas Figuras 17 e 18.

As preparagdes utilizando como polimero a goma arabica e a maltodextrina
(Figura 17) formaram microcapsulas com maior distribuicdo volumétrica. As
preparacdes 1 e 2, apresentaram uma distribuicdo volumétrica préxima, ja a

preparacdo 3 apresentou uma reducdo significativa em sua distribuicdo, conforme
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pode ser melhor evidenciado através dos valores de d10 e d90, representados na
Tabela 6.

Para as preparacdes com o complexo caseina-pectina (Figura 18) pode-se
dizer que a distribuicdo volumétrica foi menor, quando comparada com as
preparacdes a base de goma arabica-maltodextrina, apesar da preparacao 6 possuir
uma distribuicdo um pouco maior, quando comparada a preparacao 3, mas bem

menor se comparada as preparacdes 1 e 2 (Tabela 6 e Figura 18).

Tabela 6 — Distribuicdo do tamanho de particula entre as preparacfes de
microcapsulas.

Percentual
pum
Preparacéo 1 Preparacéo 2 Preparacéo 3
d10 31,36 31,13 13,07
doo 95,73 104,92 58,56
Percentual
pm
Preparacéo 4 Preparacéo 5 Preparacéo 6
dio 11,52 2,44 18,60
doo 40,49 38,53 67,94
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4.9. AVALIACAO DA ESTABILIDADE QUIMICA DAS MICROCAPSULAS E DO

OLEO DE PEIXE APOS ESTRESSE OXIDATIVO.

4.9.1 Determinacao da curva padréo do hidroperéxido de cumeno

A curva analitica média obtida para o hidroperéxido de cumeno esta

representada na Figura 19. A equacao da reta pode ser observada na mesma figura.

O valor do coeficiente de correlacédo linear foi r = 0,9980.

1 _
y = 0,0325x - 0,0038

0,8 1 R? = 0,996
o
S 0,6 -
«C
2
2
20,4 -
<

0,2 1

0 4 8 12 16 20

Concentracdo (micromolar)

Figura 19 - Curva Padrdo do Hidroperéxido de Cumeno.

4.9.2 Avaliacdo da estabilidade oxidativa do 6leo de peixe

Na Figura 20 estdo representados os valores de indice de peréxido
encontrados nas amostras de 0leo de peixe no periodo de 28 dias. Foi possivel
observar um aumento progressivo desses valores durante o periodo analisado,
sendo, no entanto, o periodo mais critico entre o 7° e 0 14° dia. A partir deste

periodo continua-se observando um crescimento, porém sem significancia estatistica
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(P>0,05) (Tabela | — Anexo 3) entre as amostras. Perfil semelhante de oxidacao foi
observado para os valores de TBARS, apesar de no 21° dia ter ocorrido um
decréscimo minimo, em relacéo ao 14° dia (ver Tabela Il — Anexo 1) para a amostra
sem antioxidantes (Figura 21), esta diferenca nao foi estatisticamente significativa
(P>0,05) (Tabela Il — Anexo 3) Foi possivel observar também, que ndo houve
diferenca estatistica significativa entre as amostras de 6leo com ou sem antioxidante
(P>0,05) tanto para o IP quanto para as TBARS. Somente no 28° dia a amostra sem
antioxidantes apresentou valores de TBARS maiores (P<0,05) frente & amostra com

antioxidantes.

100 A

*%*

60 A

40 A

20 A

IP-Oleo (mmol/Kg de dleo)

0 7 14 21 28

Tempo (Dias)
M Oleos/ ALT mOleo ¢/ ALT
Figura 20 — Valores médios de indice de perdxido nas amostras de 6leo de

peixe com ou sem antioxidante (ALT), pelo periodo de 28 dias sob condi¢cbes
de estresse oxidativo. * e ** indicam P<0,05 entre os dias.
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Figura 21 - Valores médios de TBARS nas amostras de 6leo de peixe com ou
sem antioxidante (ALT), pelo periodo de 28 dias sob condigbes de estresse
oxidativo. *, **, A indicam P<0,05 entre os dias.

4.9.3 Avaliacdo da estabilidade oxidativa das microcapsulas

No estudo da estabilidade oxidativa das microcapsulas de goma
arabica/maltodextrina/6leo de peixe, as andlises de indice de peroxido e TBARS
foram realizadas tanto para o 6leo de superficie quanto para o 6leo encapsulado, o
gue pode ser observado nas Figuras 22, 23 e 24, respectivamente.

Os resultados dos valores de IP do 6leo de superficie das trés preparacdes de
microcapsulas com goma arabica-maltodextrina/6leo de peixe mostraram diferencas
entre si, como pode ser observado na Figura 22. A preparacao 1, sem antioxidantes,
manteve inalterado seu perfil oxidativo até o 7° dia (P>0,05) (Tabela Ill — Anexo 3), a
partir dai houve um crescimento estatisticamente significativo (P<0,05) (Tabela 11l —
Anexo 3) mantendo-se praticamente estavel até o 28° dia (P>0,05) (Tabela Il —

Anexo 3). J4 a preparacdo 2, com antioxidantes, permaneceu até o 14° dia
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relativamente estavel (P<0,05) (Tabela Il — Anexo 3), tendo uma intensa formacao
de perdxidos a partir do 21° dia. Na preparacdo 3, com maior quantidade de
maltodextrina, observou-se uma intensa formacao de peroxidos entre o 7° e 14° dias
(P<0,05) (Tabela Ill — Anexo 3), que atinge um limiar e se mantém linear até o final

do experimento (P>0,05) (Tabela Ill — Anexo 3).

600 -
500
400
300

200

leo de Superficie (mmol/Kg de é6leo)

100

IP-0

0 7 14 21 28
Tempo (Dias)

M GA+MD+O0OP (1:1:1) H GA+MD+OP+ALT (1:1:) M GA+MD+OP+ALT (1:2:1)

Figura 22 — Valores médios de IP determinados no 6leo de superficie das trés
preparacdes de microcapsulas goma arabica-maltodextrina/éleo de peixe, pelo
periodo de 28 dias sob condi¢cdes de estresse oxidativo. *, **, A, «, * indicam
P<0,05 entre os dias.

JA os valores de IP do Oleo de peixe encapsulado apresentaram um
comportamento mais homogéneo entre si. Como pode ser observado na Figura 23,
as preparacfes apresentaram valores de peroxidos reduzidos e muito proximos até
0 14° dia (P>0,05) (Tabela IV — Anexo 3). A partir dai, observou-se uma intensa

formacao de peroxidos (P<0,05) (Tabela IV — Anexo 3) até o final da avaliacéo, para
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as preparacdes 1 e 2. Neste periodo critico de oxidacao, as preparacdes (1:1:1) com
e sem ALT apresentaram comportamentos semelhantes, enquanto a preparagéo de
maior proporcao polimérica, apesar de demonstrar o0 mesmo comportamento,

apresentou menores valores de indice de peroxido (Tabela IV — Anexo 1).

600 -
500 -+
400
300
200

100

IP-Oleo Encapsulado (mmol/Kg de 6leo)

Tempo (Dias)

M GA+MD+OP (1:1:1) M GA+MD+OP+ALT (1:1:1) M GA+MD+OP+ALT (1:2:1)

Figura 23 — Valores médios de IP determinados no 6leo encapsulado das trés
preparacfes de microcdpsulas goma arabica-maltodextrina/éleo de peixe, pelo
periodo de 28 dias sob condigbes de estresse oxidativo.* indica P<0,05 entre os
dias.
Os valores de TBARS (Figura 24) para as trés preparacdes apresentaram
crescimentos diferentes entre si. As preparacdes 1 e 2 tiveram comportamento
semelhantes entre si, com um ligeiro aumento (P<0,05) (Tabela V — Anexo 3) das

TBARS na preparacédo 2 no 14° dia. A preparacao 3 teve um aumento significativo a

partir do 21° dia até o final do experimento (P<0,05) (Tabela V — Anexo 3).
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TBARS (mmol/Kg de éleo)

0 7 14 21 28

Tempo (Dias)
M GA+MD+OP (1:1:1) M GA+MD+OP+ALT (1:1:1) ™ GA+MD+OP+ALT (1:2:1)

Figura 24 — Estudo da estabilidade das microcapsulas de goma ardbica-
matodextrina/6leo de peixe através da determinacdo dos valores meédios das
TBARS. *, ** A indicam P<0,05 entre os dias.

Para as microcépsulas utilizando como polimero o conjugado caseina-pectina,
as andlises da estabilidade também foram realizadas tanto no 6leo de superficie
como no 6leo encapsulado, o que pode ser observado através das Figuras 25, 26 e
27, respectivamente.

O comportamento do indice de peroxido nas trés preparacdes foi muito
parecido entre si para o 6leo de superficie (Figura 25), apresentando um crescimento
significativo do 14° dia em diante (P<0,05) (Tabela VI — Anexo 3).

O indice de peroxido no oOleo encapsulado (Figura 26) também foi muito
proximo para as trés preparagdes, mantendo-se bem abaixo dos indices do 6leo de
superficie e apresentando alguma formacéo significativa de peroxidos apenas a partir
do 21° dia em diante (P<0,05) (Tabela VIl — Anexo 3). Ja para as TBARS (Figura 27)

houve um crescimento significativo ao longo do periodo, mantendo-se estavel
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apenas entre o 7° e 0 14° dia e o0 21° e 28° dias (P>0,05) (Tabela VIII — Anexo 3),
para as preparacdes 2 e 3. A preparacdo 1, sem adicdo de antioxidantes, manteve-
se estavel até o 7° dia (P>0,05), teve um aumento das TBARS no 14° dia (P,0,05),
mantendo-se novamente estavel até o 21° (P>0,05), e apresentando um novo

crescimento a partir do até o 28° dia (P<0,05) (Tabela VIII — Anexo 3).
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Figura 25 — Valores médios de IP determinados no 6leo de superficie das trés
preparagfes de microcipsulas do complexo pectina-caseina/maltodextrina/dleo
de peixe, pelo periodo de 28 dias sob condicGes de estresse oxidativo. *, **, A
indicam P<0,05 entre os dias.
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Figura 26 — Valores médios de IP determinados no 6leo encapsulado das trés
preparacdes de microcapsulas do complexo pectina-caseina/maltodextrina/éleo
de peixe, pelo periodo de 28 dias sob condi¢des de estresse oxidativo. *, **,
indicam P<0,05 entre os dias.
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Tempo (Dias)
M CP+MD+OP (1:1:1) M CP+MD+OP+ALT (1:1:1) 14 CP+MD+OP+ALT (1:2:1)

Figura 27 — Estudo da estabilidade das microcapsulas do complexo caseina-
pectina/maltodextrina/éleo de peixe através da determinagcdo dos valores
médios das TBARS. *, ** *** indicam P<0,05 entre os dias.
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5 DISCUSSAO

Os estudos relacionados aos acidos graxos poliinsaturados vém aumentando
significativamente, ao longo dos anos em funcdo da importancia dessas substancias
para o desenvolvimento celular e de sua importancia nutricional e terapéutica
(ANAMNART et al. 1998). Estes estudos, relacionados principalmente aos acidos
graxos w-3 e w-6, demonstram efeitos importantes na prevencdo de doencas
cardiovasculares (INDARTI et al. 2005).

A caracterizacdo quimica desses compostos é uma etapa fundamental na
identificagdo da presenca dos acidos graxos &cido linoléico, a-linolénico, e,
principalmente, EPA e DHA no concentrado de 6leo de peixe (INDARTI et al. 2005).

Um dos procedimentos mais comuns para a analise da composicdo dos
acidos graxos € a preparacdo de metil ésteres, através de uma reacdo de
derivatizacao, e posterior identificacdo através de CG-EM. A andlise quantitativa €
realizada pela avaliagdo das areas dos picos obtidos por cromatografia em fase
gasosa (CG-FID) (HARTMAN & LAGO, 1973). O emprego desta metodologia
permitiu a identificacdo quantitativa dos principais acidos graxos presentes na
amostra de 6leo de peixe, como apresentado na Tabela 4 e na Figura 6. O EPA e o
DHA, os principais acidos graxos w-3, foram encontrados nas proporcdes de 21,32%
e 9,4%, respectivamente, totalizando mais de 30% de acidos graxos w-3 presentes
na amostra do concentrado de 6leo de peixe. A concentragdo de acidos graxos,
especialmente do tipo w-3 e w-6, pode variar muito dependendo do tipo de peixe de
onde o 6leo é extraido. O EPA pode variar de 7 a 25% e o DHA de 3 a 26%, como
mostra o trabalho de Kamal-Eldin e Yanishlieva (2002). Na literatura, a concentracao

destes acidos nas amostras de 6leo utilizadas em diferentes estudos também varia
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muito, os valores encontrados estdo proximos das concentracfes descritas por
Drusch e colaboradores (2006 e 2009).

Apesar da importancia nutricional e na saude humana, a principal
desvantagem dos acidos graxos poliinsaturados € o processo de deterioracao
oxidativa, o qual resulta na perda dos valores nutricionais dessas substancias e na
formacdo de odores e sabores altamente desagradaveis para 0 consumo
(VELASCO; DOBARGANES; MARQUEZ-RUIZ, 2000).

Dentre as alternativas mais utilizadas na tentativa de minimizar o processo
oxidativo, estdo a adicdo de agentes antioxidantes, podendo-se destacar dentre
estes o a-tocoferol, o ©&-tocoferol, o acido ascoérbico e o palmitato de ascorbila
(JACOBSEN et al., 2008; BARTEE; KIM; MIN, 2007; HAMILTON et al., 1998) e a
microencapsulacdo (DAVIDOV-PARDO et al., 2008; DRUSCH & SCHWARZ, 2006;
KOLANOWSKI, LAUFENBER; KUNZ, 2004; JONSDOTTIR; BRAGADOTTIR,
ARNARSON, 2005). A utilizacdo conjunta destes dois recursos também pode ser
empregada, como no trabalho de Baik e colaboradores (2004) que analisaram 0s
efeitos antioxidantes do palmitato de ascorbila e do tocoferol na estabilidade
oxidativa de 6leo de peixe microencapsulado.

Dentre os diversos métodos de preparacdo das microcapsulas, a atomizacao
por spray-drying tem sido o mais utilizado, em funcdo de sua eficiéncia e
rendimento, da boa qualidade do pé obtido (WATANABEA et al., 2004) e da mais
facil transposicdo para escala industrial. A técnica de spray drying pode ser
empregada tanto para a formacdo de microparticulas, no caso das preparacdes de
goma arabica-maltodextrina/éleo de peixe, como para a secagem de microparticulas
obtidas por outra técnica, como nas preparacdes do complexo caseina-pectina-

maltodextrina/oleo de peixe (coacervacao complexa).
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As trés preparacdes de microparticulas de goma arabica-maltodextrina/dleo
de peixe foram obtidas pelo processo de atomizagdo por spray-drying e o
rendimento médio das preparacdes foi de 6,13%. Este percentual foi baixo em
relacdo ao teor de sélidos totais presentes nas amostras, mesmo tratando-se de
escala laboratorial. Muitos sé@o os fatores que podem ter contribuido para este baixo
rendimento como, por exemplo, 0s parametros operacionais de
atomizacao/secagem e a relacdo entre as concentracdes do material de parede e do
material nuclear. Das trés preparacdes obtidas, a preparacdo 3 (GA/MD/OP + ALT
(1:2:1)) foi a que apresentou melhor rendimento, assim seria possivel considerar que
a reducdo de o6leo em relacdo ao material de revestimento possa melhorar o
rendimento.

As microparticulas com o complexo caseina-pectina-maltodextrina/éleo de
peixe foram obtidas pelo processo de coacervagdo complexa, seguido de secagem
através da atomizacéao por spray-drying,

O processo de formagdo das microparticulas iniciou-se em pH alcalino (pH
8,0), onde foi observado que o sistema apresenta um processo dinamico de
formacao de goticulas esféricas e paredes bem definidas (Figura 7A). Com a adi¢cédo
do Oleo de peixe, mantendo a agitacdo de 400 rpm, as goticulas formaram
aglomerados (Figura 7B), e apés a homogeneiza¢cdo com auxilio de um agitador do
tipo Turrax, os aglomerados foram desfeitos e assim foi possivel observar a
formacdo das microparticulas. Para uma melhor visualizacdo microscopica,
evidenciando as goticulas de oOleo de peixe envolvidas pelo complexo caseina-
pectina (seta Figura 7C), utilizou-se o corante de contraste (pandtico rapido n° 2).
ApoOs a reducdo do pH da dispersdo para 3,5, visualizou-se uma reducdo do

tamanho das microparticulas sem alteragéo da forma e, neste caso, com auxilio do
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corante de contraste, foi possivel observar claramente a goticula de Oleo aprisionada
pelo complexo que forma pequenas protuberancias nas laterais como observado
pela indicacdo da seta na Figura 8A. Segundo Rediguieri (2008) durante a formacéao
do complexo caseina-pectina ocorre que, em pH 8, a pectina (pKa dos grupos
carboxilicos em torno de 3) e a caseina (pl ~ 4,6), estdo negativamente carregadas e
desta forma a incompatibilidade termodinamica ocorre devido a presenca de zonas
de deplecio formadas. A medida que o pH é reduzido, a caseina se torna menos
negativa, e a presenca de regides positivas nas moléculas de proteinas € capaz de
atrair a pectina negativamente carregada. Esta atracdo se torna mais forte com a
reducdo do pH abaixo do ponto isoelétrico, quando a caseina (anfétera) se torna
positiva.

Com a adicdo de maltodextrina ndo se observou microscopicamente qualquer
alteracdo na estrutura das microparticulas, uma vez que esta deveria estar
completamente solGvel no meio aquoso (Figura 8B) e, apds o processo de secagem,
se depositaria sobre a parede das microparticulas formadas.

No processo de secagem do complexo caseina-pectina-maltodextrina/éleo de
peixe o rendimento médio foi de 16,33%. Em termos individuais, a preparagdo 5
(CP/MD/OP + ALT (1:1:1)) foi a que apresentou melhor rendimento, 25,54%, que é
um bom rendimento para uma escala laboratorial, considerando o teor de sélidos
totais presentes na preparacdo. Mais uma vez o0s parametros relacionados as
condicdes de secagem podem ter interferido no rendimento final das preparacgoes.

Com relacéo a eficiéncia do processo de microencapsulacdo os resultados
demonstraram que nao houve diferenca significativa entre as preparacdes de
mesma mistura de polimeros, porém houve diferenca entre as diferentes misturas

poliméricas. Ainda assim, esses valores foram mais baixos em comparacdo aos
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dados de literatura. Hardas e colaboradores, em diferentes estudos de
microencapsulacédo da gordura do leite, utilizando uma mistura de lecitina, caseinato
de sddio e xarope de milho (DE 36), apresentaram resultados de eficiéncia de
encapsulacdo semelhantes: 95-98% (HARDAS et al., 2000) e de 96,5% (HARDAS et
al., 2002). Baik e colaboradores, em 2004, no entanto, encontraram resultados um
pouco mais baixos para microencapsulacdo de Oleo de peixe, utilizando uma
composicao polimérica semelhante a anterior, adicionada de silica (CAB-O-SIL), em
torno de 88%.

No entanto, as analises dos resultados de 6leo de superficie demonstraram
gue as microparticulas do complexo caseina-pectina foram mais eficientes, pois o
percentual de 6leo de peixe na superficie foi menor (variando entre o minimo de
29,72% e o maximo de 33,21% (Figura 10) que os valores obtidos nas
microparticulas de goma arabica que chegaram préximo a 50% (Figura 9). Todas as
preparacdes, porém, apresentaram valores superiores ao descrito por Heinzelmann
e colaboradores (2000), cujos valores percentuais variaram de 5,7 a 18,9% em
emulsdes de lactose ou maltodextrina contendo 6leo de peixe, secas por liofilizagdo.

Na tentativa de visualizar melhor a eficiéncia do processo de
microencapsulacao do 6leo de peixe e o tipo de microcapsulas obtidas, foi realizada
a analise morfoldgica das mesmas. Esta analise foi realizada por duas técnicas
distintas: a microscopia eletrbnica por varredura (MEV) e a microscopia confocal a
laser que atuam de forma complementar. A MEV permite a visualizagdo externa da
superficie das microcapsulas, e a microscopia confocal a laser permite avaliar, com
auxilio dos corantes, se o material lipidico esta no interior da particula ou distribuido

na mesma.
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Na técnica de microscopia eletronica por varredura as amostras precisam ser
preparadas adequadamente antes das analises microscopicas. Assim, as
microparticulas foram previamente revestidas com ouro em um sistema a vacuo, e
depois as imagens eletronicas (fotomicrografias) capturadas através do microscopio
eletronico.

A avaliacdo de superficie tanto das microparticulas de goma ardabica-
maltodextrina/6leo de peixe, como do complexo caseina-pectina/maltodextrina/éleo
de peixe mostrou que ambos o0s sistemas apresentaram um pé coeso, formando
grandes aglomerados de particulas (Figura 12). Este fendmeno ocorre
possivelmente porque ambos os sistemas de microparticulas apresentaram um
grande conteldo de 6leo na superficie, 0 que pode ser um fator determinante para a
aglomeracao observada.

De maneira geral os trabalhos da literatura utilizando polimeros naturais como
a goma ardbica, maltodextrina, gelatina ou pectina, para revestimento de material de
carater hidrofébico (6leos graxos ou esséncias) ndo descrevem a formacdo de
aglomerados (KRISHNAN; BHOSALE; SINGHAL, 2005; RAMOS, 2006; DRUSCH,
2007). Para o complexo caseina-pectina, no entanto, h4 uma tendéncia maior de
coesdo entre as particulas, que pode aumentar quanto maior for o carater
hidrofébico da substancia a ser encapsulada (MARRETO, 2006). Os dados de
literatura, portanto, fortalecem a hipétese de que a aglomeracdo observada em
ambos os tipos de sistema de microencapsulacdo pode ser devido ao elevado teor
de oleo na superficie das microparticulas.

De acordo com as imagens obtidas nas Figuras 12A e 12B foi possivel
observar as microparticulas de goma arabica-maltodextrina/6leo de peixe com um

formato ligeiramente arredondado e com depressdes ou deformacdes em sua
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superficie, devido, provavelmente, a rapida saida do solvente durante o processo de
secagem. Foi possivel observar também, particulas de diferentes tamanhos, de
paredes continuas e sem poros ou rachaduras. Estruturas morfolégicas semelhantes
ja foram descritas na literatura para a goma arabica (DRUSCH et al.,, 2006;
KANAKDANDE; BHOSALE; SINGHAL, 2007). Pela analise morfolégica néo foi
possivel notar diferenca na superficie das microparticulas pela presenca da
maltodextrina. O que foi observado é que algumas particulas apresentaram-se com
a parede mais lisa (Figura 13A) semelhantes as descritas na literatura para
microparticulas de maltodextrina.

A Figura 13C apresenta a fotomicrografia de uma particula “quebrada”,
mostrando um sistema mononucleado (microcapsula). Vale ressaltar, que esta
imagem foi obtida pelo esmagamento de uma amostra de microcipsulas antes do
preparo das amostras para a microscopia, com o objetivo de visualizar o sistema
formado.

As imagens obtidas do complexo caseina-pectina/maltodextrina/dleo de peixe,
mostraram particulas de formato esférico com depressdes na superficie, da mesma
forma que para as microcapsulas de goma arabica/maltodextrina, pode ter ocorrido,
devido a rapida saida do solvente durante o processo de secagem. Nao foi possivel,
neste caso, a obtencdo de imagens de particulas “quebradas” ainda que algumas
amostras de microcapsulas tenham sido submetidas a pulverizacdo em almofariz e
ao corte com auxilio de um estilete. Uma possibilidade a ser averiguada futuramente
seria emblocar as microcapsulas em resinas e realizar cortes em micrétomo. Nao foi
observada nenhuma alteracdo morfolégica com a adicdo da maltodextrina ao
complexo, uma vez que as caracteristicas morfolégicas observadas séao

semelhantes as descritas para microcapsulas do complexo caseina-pectina-
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maltodextrina (BARACAT, 2004; MARRETO, 2006; OLIVEIRA, 2006; CAMILO,
2007).

As imagens obtidas através da microscopia confocal a laser para as
microcapsulas goma arabica-maltodextrina/éleo de peixe sugerem que o 6leo de
peixe esta completamente distribuido na estrutura polimérica, formando um sistema
tipo microesfera, o que difere do resultado observado na microscopia eletrénica.
Além disso, a formacdo de sistema do tipo microcapsula € esperada quando se
utiliza a técnica de atomizacao de dispersdes de polimeros e estes resultados estao
bem evidenciados na literatura. Ramos (2006) observou a formacgéo do sistema tipo
microcapsulas utilizando a goma arabica na encapsulacdo de Oleo volatil;
Kolanowski e colaboradores (2004) empregando celulose modificada; e Drusch e
Schwartz (2006) observaram o mesmo sistema utilizando derivados do amido.
Acredita-se que, neste caso, o grande volume de 6leo na superficie da microcapsula
dificultou a visualizagdo do sistema mononuclear na microscopia confocal. Isto fica
melhor evidenciado na Figura 15F, onde pode-se verificar a grande concentracéo de
0leo na superficie da microcépsula.

No caso do complexo caseina-pectina, assim como no caso anterior, as
imagens sugerem que o 6leo de peixe esta completamente distribuido na estrutura
polimérica, formando um sistema tipo microesfera, que foi sugerido por Baracat
(2004) e Marreto (2006) em seus estudos com o0 mesmo complexo. A
impossibilidade, até o0 momento, de visualizagdo morfologica da particula rompida,
somada ao grande volume de 6leo na superficie da microcapsula, ndo permitiram
confirmar se o sistema obtido foi realmente do tipo matricial.

A avaliacdo da distribuicdo do tamanho de particulas demonstrou que as trés

preparacdes de microcapsulas de goma arabica-maltodextrina/oleo de peixe
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apresentaram um perfil de distribuicdo simétrico. O Anexo 2 apresenta os valores
tabelados para todos os tamanhos de particulas encontrados. Na preparacdo 1 o
tamanho de particulas variou de 12 a 140 um, com um maior percentual de volume
entre 40 e 90 micrdbmetros. A preparacdo 2 apresentou um perfil de distribuicdo
semelhante, porém a distribuicdo de tamanho de particulas mostrou valores um
pouco maiores, variando de 14 até cerca de 160 um. A distribuicdo de tamanho de
particulas na preparacdo 3 apresentou os menores valores, de 2 até cerca de 100
um, com maior percentual de volume entre 25 e 50 micrdbmetros. Como todas as
preparacdes apresentam o mesmo percentual de polimero e somente a preparacao
3 apresenta uma menor concentracdo de 6leo de peixe, pode-se inferir que a
concentracdo de Oleo influenciou na reducdo do tamanho da goticula durante a
homogeneizacédo. Isto é reforcado pelos valores de distribuicdo de d10 e d90 (ver
Tabela 6) encontrados para as outras duas preparacdes, que foram muito proximos
enquanto os da preparacdo 3 foram bem menores. Como em todas as preparacoes
a velocidade e o tempo de agitacdo e homogeneizacdo foram 0s mesmos, estes
resultados sugerem, para a menor concentracdo de 6leo que o cisalhamento
promovido pela homogeneizacdo no Turrax, favoreceria a reducdo do tamanho das
particulas.

As preparagdes do complexo caseina-pectina/maltodextrina/dleo de peixe
também apresentaram um perfil de distribuicdo simétrico. As preparagbes 4 e 5
apresentaram os menores valores de distribuicdo de tamanho de particulas,
variando de 2 a 65 um e 3 a 56 um, respectivamente. Na preparacao 4 foi observada
a presenca de particulas de tamanho entre 0,8 e 2 um, que n&o foi observada nas
outras duas preparacfes do mesmo polimero. A preparagdo 6 foi a que apresentou

0s maiores valores de tamanho de particulas, variando entre 6,6 até cerca de 120
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um, com maior percentual entre 30 e 65 um. Estes resultados estdo em consonancia
com o percentual de polimeros das preparacdes, pois a preparacdo 3 continha o
dobro de maltodextrina que as outras duas preparacdes. Como foi demonstrado, as
microparticulas do complexo foram inicialmente formadas e a maltodextrina
adicionada a dispersdo se depositou, apdés a secagem, sobre a superficie das
particulas. Desta maneira, o maior percentual de maltodextrina levou a um aumento
do tamanho de particulas.

Estes resultados demonstraram também que o processo de obtencdo das
microparticulas interfere diretamente na distribuicdo de tamanho de particulas
(REDIGUIERI, 2008; MASTERS, 1985).

O estudo de estabilidade das microparticulas foi realizado a fim de avaliar a
capacidade de protecdo do 6leo de peixe encapsulado frente ao processo oxidativo.
Os principais fatores que podem interferir acelerando o processo de deterioracao
oxidativa séo, principalmente: luz, temperatura e umidade.

As preparacdes estudadas apresentaram teor médio de umidade de 5,25 e
6,03%, para as microparticulas de goma ardbica-maltodextrina e caseina-
pectina/maltodextrina, respectivamente. Estes valores estdo um pouco abaixo dos
encontrados por Marreto (2006), que foram de aproximadamente 9% para as
microparticulas de caseina-pectina, e muito proximos dos encontrados por Ramos
(2006) para as microcapsulas de goma arabica. Isto demonstra que 0s processos de
encapsulacdo e secagem podem ser considerados adequados em relagdo aos
valores de teor de umidade. Vale ressaltar, que a umidade é um dos fatores que
podem acelerar o processo oxidativo de produtos lipidicos, pois favorece a

autoxidacao.
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O Guia para a Realizacédo de Estudos de Estabilidade da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2005) preconiza no estudo de estabilidade
acelerada para formas farmacéuticas sélidas as temperaturas de 25°C e 40°C e
umidade relativa (UR) do ar de 75%. Neste estudo foi realizada somente a avaliacao
da estabilidade na condicdo mais drastica, ou seja, 40°C e 75% de UR por um
periodo de aproximadamente 30 dias.

Os produtos primarios resultantes do processo de peroxidacdo dos acidos
graxos poliinsaturados sdo os peroxidos e hidroperéxidos formados, por isso este é
um importante parametro a ser acompanhado nas amostras lipidicas. O método
oficial de determinacédo de perdéxidos em amostras lipidicas baseia-se na oxidacdo
do lodo (II) em lodo (ll), utilizando-se amostras de cerca de pelo menos 5 g (AOAC,
2000). Em funcéo da necessidade de uma grande quantidade de amostras para a
realizacdo do método oficial, utilizou-se a metodologia descrita por Baik e
colaboradores (2004), e que tem principio semelhante ao método oficial, porém
através de espectrofotometria, com resultados reprodutiveis.

Outro parametro de acompanhamento da estabilidade oxidativa dos &cidos
graxos poliinsaturados é através da determinacdo do malonaldeido (MDA). O MDA é
um produto secundario da peroxidacdo lipidica, o qual reage com o &cido
tiobarbitdrico formando produtos que podem ser determinados

espectrofotometricamente na faixa de comprimento de onda de 532 nm (Figura 28).
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Figura 28 — Reacdo do teste de TBA entre o acido 2-tiobarbitirico e o malonaldeido,
formando o composto colorido medido espectrofotomerticamente a 532 nm (OSAWA;
FELICIO; GONCALVES, 2005).

Para a quantificacdo do indice de peroxidos foi realizada a curva de
calibracdo do hidroperéxido de cumeno, a qual apresentou linearidade, com valor de
coeficiente de correlacdo linear de 0,998, estando dentro do padrdo aceitavel da
ANVISA. A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentracdo da substancia analisada (RIBANI et al.,
2004).

As andlises do IP nas amostras do Gleo de peixe apresentaram um aumento
progressivo durante o periodo analisado. Neste periodo como observado no gréfico
da Figura 20, observou-se um processo oxidativo intenso até o 14° dia (P<0,05)
(Tabela I — Anexo 3), com valores de 64,23 e 60,22 mmol/Kg para as amostras de
Oleo de peixe com e sem ALT, respectivamente (ver Tabela |, no Anexo 1). A partir
deste ponto a oxidacao continua, porém menos intensa, atingindo valores de 72,44 e
74,31 mmol/Kg para as amostras de Oleo de peixe com e sem ALT,
respectivamente, ao final dos 28 dias de analise (P>0,05) (Tabela | — Anexo 3). Os
resultados para as analises de TBARS apresentaram também uma oxidacao
crescente até o 14° dia de analise atingindo (P<0,05) (Tabela Il — Anexo 3), neste
ponto, valores de 2,11 (amostra com ALT) e 2,01lmmol/Kg (amostra sem ALT). Deste

ponto em diante se observou uma diminuicdo destes valores (1,88mmol/Kg),
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seguida de uma estabilizacdo até o 28° dia para a amostra com ALT (P>0,05)
(Tabela Il — Anexo 3). Na amostra de Oleo de peixe sem ALT também foi observada
uma ligeira reducédo (P>0,05) dos valores de TBARS no 21° dia (1,99 mmol/Kg),
seguida de um aumento deste valor (2,31 mmol/Kg) no 28° dia de analise (P<0,05)
(Tabela Il — Anexo 3).

As diferencas observadas entre a amostra com e sem ALT podem estar
relacionadas a perda de substancias volateis que ocorrem durante o processo. Os
resultados de ambas as analises realizadas demonstraram que nao houve diferenca
significativa (P>0,05) (Tabela | — Anexo 3) entre os valores encontrados para as
amostras de 6leo de peixe com ou sem antioxidante, evidenciando que a mistura de
antioxidante utilizada nao influenciou na oxidacao do Oleo de peixe.

A acdo dos antioxidantes no Oleo de peixe varia muito e depende
principalmente do sistema escolhido e do quantitativo utilizado (JACOBSEN et al.,
2008). A mistura ALT utilizada neste estudo foi baseada em um pedido de patente
europeu e contém os principais agentes antioxidantes utilizados (apud HIGGINS et
al., 1999). O tocoferol tem sido um dos antioxidantes mais utilizados, no entanto,
segundo Kamal-Eldin e Yanishlieva (2002), a inibicho do processo oxidativo
oferecida por estas substancias é considerada branda e depende da concentracdo
de &cidos graxos e compostos minoritarios presentes no 6leo. O 4cido ascorbico, o
palmitato de ascorbila, o propil galato e o &cido galico também tém sido utilizados
para prevencao da oxidacao de 6leo de peixe e Oleos comestiveis em geral. Além
destes, extratos de plantas também tém sido investigados, como a fracéo etérea do
extrato etandlico de Carum copticum que demonstrou uma efetiva acdo de
prevencao oxidativa em amostra de 6leo de peixe comparada a outros antioxidantes

(BERA; LAHIRI, NAG, 2006). Sanders (apud KOLANOWSKI; LAUFENBERG; KUNZ,
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2004) recomendou para um melhor efeito de prevencao a utilizacdo de 4-5 mg de
antioxidantes por grama de acidos graxos insaturados do tipo 6mega-3. Por outro
lado, Barlow (apud BERA; LAHIRI, NAG, 2006) questiona a seguranca de muitos
agentes antioxidantes.

No estudo de estabilidade das amostras de peixe microencapsuladas foi
observada uma diferenca significativa entre os resultados de 6leo de superficie e de
0leo encapsulado.

Os valores de peroxido encontrado nas microcapsulas de 6leo de peixe foram
maiores gue os valores encontrados de IP para o 6leo de peixe ja no Ty. Isto sugere
gue a temperatura utilizada durante o processo de microencapsulacédo € um fator a
ser considerado na formacéo das microparticulas.

As trés amostras de microcipsulas de goma arabica/maltodextrina nao
apresentaram diferenca significativa (P>0,05) (Tabela Ill — Anexo 3), nos valores de
IP do 6leo de superficie até o sétimo dia (Figura 22). A partir deste momento, 0
processo oxidativo foi diferenciado para cada uma delas. A preparacédo 1 apresentou
um processo continuo de oxidacdo atingindo o valor maximo de oxidacédo (435
mmol/Kg) no 21° dia, o qual se manteve estavel até o 28° dia de analise (P>0,05)
(Tabela Ill — Anexo 3). Para a preparacéo 2 0 processo comegou mais tardiamente,
no 14° dia do ensaio, atingindo 150,30 mmol/Kg no 21° dia e, a partir deste ponto,
continua gradativamente até atingir 506,31 mmol/Kg. Na preparacdo 3 0 processo
oxidativo ocorreu do sétimo ao 14° dia, mantendo-se sem variagdo até o final do
estudo (P>0,05) (Tabela Il — Anexo 3). Estes resultados demonstram que
diferentemente do que foi observado na amostra de Oleo de peixe, a mistura
antioxidante conferiu uma maior protecdo ao Oleo de peixe da superficie das

microcapsulas até um periodo do estudo (21° dia). Por outro lado, a presenca de
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maior concentracdo de maltodextrina ndo impediu ou mesmo reduziu 0 processo
oxidativo.

As trés preparacdes apresentaram valores de IP para o 6leo encapsulado
semelhantes entre o primeiro e o 14° dia. A partir deste ponto as trés preparacoes
mostraram um vertiginoso aumento do processo oxidativo, atingindo valores acima
de 400 mmol/Kg (ver Tabela Ill - Anexo 1). Deste ponto até o final do estudo foi
observado um acréscimo nédo significativo (P>0,05) (Tabela IV — Anexo 3) nas
amostras, indicando que o maximo do processo oxidativo havia sido atingido.

Os valores médios das TBARS encontrados nas trés preparacoes variaram de
1,38 mmol/Kg a 3,02 mmol/Kg para a preparacdo 1; de 1,15 mmol/Kg (To) a 3,28
mmol/Kg (T,g) para a preparacdo 2 e de 1,12 mmol/Kg a 5,14 mmol/Kg para a
preparacdo 3, e 0 tratamento estatistico ndo demonstrou diferenca significativa
(P>0,05) (Tabela V — Anexo 3) entre as trés preparacdes até o 14° dia, a partir dai a
preparacdo 3 apresentou valores maiores das TBARS em relacdo as demais
preparacoes.

Estes resultados evidenciam que, para o 6leo encapsulado, a presenca de
antioxidantes na preparacdo nao alterou o processo de oxidagcdo das amostras.
Além disso, como observado para o 6leo de superficie, a adicdo de uma maior
guantidade de maltodextrina, mais uma vez, ndo impediu ou minimizou 0 processo
oxidativo da preparagéo (Figura 22).

Nas trés preparacdes do complexo caseina-pectina/maltodextrina/dleo de
peixe ndo se observou diferenca significativa entre os valores de IP do 6leo de
superficie das amostras até o 14° dia (P>0,05) (Tabela VI — Anexo 3). A partir dai
houve um crescimento intenso nos valores de peroxido (P<0,05) (Tabela VI — Anexo

3), até o 28° dia.
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Os valores de IP para o 6leo encapsulado foram bem mais baixos, em
comparacao com o Oleo de superficie, havendo ligeira variagdo somente apos o 14
dia (P>0,05) (Tabela VIl — Anexo 3). A adicdo de antioxidantes as preparacfes nao
interferiu no processo oxidativo e nem um aumento na quantidade de maltodextrina
favoreceu a protecéo frente a oxidacéo.

Os valores médios de TBARS encontrados nas trés preparacdes variaram de
0,70 (To) mmol/Kg a 2,42 mmol/Kg (T,g) para a preparacao 4; de 0,81 a 2,32
mmol/Kg para a preparacado 5 e de 0,64 mmol/Kg a 2,69 mmol/Kg para a preparacao
3 (Figura 27) (Tabela VIII — Anexo 1). O tratamento estatistico demonstrou que esta
variacdo foi estatisticamente significativa a partir do 14° dia para todas as
preparacdes (P>0,05) (Tabela VIl — Anexo 3).

Valores de IP proximos aos encontrados para as microesferas do complexo
caseina-pectina/maltodextrina foram descritos por Kolanowski; Laufenberg; Kunz
(2004) para microcépsulas de metilcelulose 200 estocadas a baixa temperatura e
livres acesso do ar e, também, estocadas a vacuo a temperatura ambiente.

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que o complexo caseina-
pectina/maltodextrina foi mais eficiente que a mistura polimérica goma arabica/
maltodextrina. Entretanto, € importante frisar que as amostras do estudo submetidas
a condicBes drasticas de temperatura e umidade relativa e os valores tanto de IP
guanto de TBARS para ambos os tipos de preparacdo foram bastante aumentados
gquando comparados aos citados na literatura. Além disso, todas as preparacdes
apresentaram diferencas entre si nos valores médios de IP durante o processo de
atomizacao e secagem quando comparadas ao 0leo de peixe ndo encapsulado: 7,94
+ 0,12 mmol/Kg (T, Oleo); 53,66 £ 5,55 mmol/Kg (To Médio-GA-MD); 41,10 + 8,37

mmol/Kg (To Médio-CP-MD), demonstrando que o processo por spray-drying pode
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ter interferido nas preparacoes. Estes resultados séo diferentes daqueles de Baik e
colaboradores (2004) que encontraram valores de IP inferiores nas amostras
processadas por spray-drying. Isto sugere que alguns fatores devam ser
posteriormente revistos: as condicfes operacionais de secagem e a relacédo entre a
guantidade de 0Oleo de peixe e polimeros.

Assim, os resultados globais do estudo mostraram que a microencapsulacéo
€ um processo eficiente na prevencdo da oxidacdo dos acidos graxos
poliinsaturados e que frente as condicfes drasticas de estresse oxidativo a que
foram submetidas as preparacbes, ambos os tipos de misturas poliméricas
apresentaram potencial acdo protetora sobre a estabilidade oxidativa do oOleo de
peixe. No entanto, o complexo caseina-pectina mostrou resultados mais promissores
indicando ser uma alternativa eficiente para a microencapsulacdo de 6leo de peixe

empregando constituintes de baixo custo e larga utilizagdo na inddstria alimenticia.
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6. CONCLUSOES

Através dos resultados obtidos no presente estudo € possivel concluir que:

As amostras do concentrado de 6leo de peixe apresentaram concentracdes
adequadas de acidos graxos poliinsaturados do tipo 6mega-3.

O processo de obtencdo das microcapsulas de goma arabica-
maltodextrina/6leo de peixe, apesar de apresentar um rendimento abaixo do
esperado, demonstrou ser eficiente na formacdo de sistema do tipo
microcapsulas de 6leo de peixe.

Tanto as preparacdes de goma arabica-maltodextrina/éleo de peixe, como as
preparacdes do complexo caseina-pectina/maltodextrina/éleo de peixe
apresentaram um elevado conteddo de O6leo na superficie das
microparticulas, no entanto estes valores foram maiores nas preparacfes de
goma arabica/maltodextrina.

O complexo caseina pectina/maltodextrina/éleo de peixe demonstrou ser mais
adequado para a microencapsulacdo do Oleo de peixe, uma vez que
apresentou melhor rendimento e melhor eficiéncia de encapsulacédo, quando
comparado a mistura goma-arabica/maltodextrina.

As preparacdes de goma arabica/maltodextrina apresentaram particulas de
maior tamanho que as do complexo caseina-pectina/maltodextrina.

A andlise morfolégica por MEV de ambos os tipos de preparacdes apresentou
microparticulas integras, com depressdes na superficie e bastante coesas.
Além disso, a analise permitiu confirmar a formacéo do sistema microcapsula

para a mistura polimérica goma arabica/maltodextrina.
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A confirmacdo do sistema goma arabica/maltodextrina por microscopia
confocal a laser foi prejudicada em funcdo da grande quantidade de 6leo
presente na superficie das microcapsulas.

Nas microparticulas do complexo caseina-pectina/maltodextrina néo foi
possivel determinar com a MEV o tipo de sistema formado. No entanto, a
analise por confocal sugere que o sistema seja uma microesfera.

A adicdo de antioxidantes ao Oleo de peixe ndo preveniu 0 pProcesso
oxidativo.

Nas preparacfes de goma arabica/maltodextrina a presencga de antoxidantes
nao impediu, mas reduziu o processo de oxidacdo. No entanto, nas
preparagfes com o complexo caseina-pectina/maltodextrina a adicdo de
antioxidantes ndo alterou significativamente os valores de IP e TBARS.

A adicdo de maltodextrina tanto nas microcipsulas de goma arabica como
nas do complexo caseina-pectina. ndo reduziu ou preveniu 0 pProcesso
oxidativo.

O complexo caseina-pectina foi mais eficiente na prevencdo do processo
oxidativo do que a goma arabica/maltodextrina e mostrou ser uma alternativa
promissora para microencapsulacdo de oOleo de peixe, além de ser uma

matéria-prima de baixo custo e de facil obtencao.
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