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RESUMO

SOARES S., Barbara. Microencapsulacdo do 6leo sacha inchi por coacervacgao
complexa empregando biopolimeros. 2018, 91p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos). Instituto de Tecnologia. Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

O acido linolénico (6mega-3) é um composto bioativo de relevancia na indudstria
de alimentos devido a suas propriedades benéficas a salde. Entretanto, esse composto é
sensivel a fatores extrinsecos (altas temperaturas, presenca de oxigénio, exposicao a luz
e a presenca de metais) provocando sua oxidagdo. A microencapsulagéo torna-se uma
alternativa promissora de protecdo a esses compostos bioativos. Dentre os métodos de
microencapsulacdo, a coacervacdo complexa apresenta vantagens como: melhores
condigdes de preparo, variedade de biopolimeros como possiveis materiais de parede e
alta eficiéncia de encapsulamento. O objetivo deste trabalho foi estudar o emprego da
técnica de coacervacdo complexa para microencapsular o 6leo de sacha inchi, utilizando
como material de parede os biopolimeros ovalbumina, pectina, &cido tanico e alginato
de sddio nas razdes (1:1, 1:2, 1:4, 2:1 e 4:1). O sistema ovalbumina, pectina e &cido
tanico mostrou-se eficiente como materiais de parede, apresentaram alta eficiéncia de
encapsulacdo do oleo sacha inchi de (78,1%) e as microcapsulas apresentaram alta
resisténcia térmica quando comparada a ovalbumina isolada. O sistema ovalbumina e
alginato de sodio mostrou-se eficiente como materiais de parede, apresentaram alta
eficiéncia de encapsulacdo do dleo sacha inchi de (94,1%) as microcapsulas foram
reticuladas com CaCl, e apresentaram uma estrutura reforcada. Além disso,
apresentaram alta eficiéncia de encapsulacdo do 6mega-3 presente no 6leo sacha inchi e
ndo foram observadas alteracGes do 6leo apds o processo de encapsulacao e simulacao
gastrica. Estes estudos sugeriram que 0s materiais de parede utilizados para
microencapsulacéo foram eficientes e podem ser utilizados para microencapsulagéo de

compostos bioativos.

Palavras chave: biopolimeros, ovalbumina, alginato de sodio, pectina, compostos

fenélicos.



ABSTRACT

SOARES S., Barbara. Microencapsulation of saccharin oil by complex coacervation
using biopolymers. 2018, 91p. Dissertation (Master in Science and Technology of
Food). Institute of Technology. Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica,
RJ, 2018.

Linolenic acid (omega-3) is a bioactive compound of relevance in the food industry
because of its beneficial health properties. However, this compound is sensitive to
extrinsic factors (high temperatures, presence of oxygen, exposure to light and the
presence of metals) causing oxidation. Microencapsulation becomes a promising
alternative for protection of these bioactive compounds. Among the methods of
microencapsulation, complex coacervation has advantages such as: best preparation
conditions, biopolymers as possible wall materials and high encapsulation efficiency.
The objective of this work was to study the use of the complex coacervation technique
to microencapsulate the sacha inchi oil using the biopolymers ovalbumin, pectin, tannic
acid and alginate in the ratios (1: 1, 1: 2, 1: 4, 2: 1 and 4: 1). The ovalbumin, pectin and
tannic acid system showed to be efficient as wall materials, showed high sacha inchi oil
encapsulation efficiency (78.1%) and as microcapsules presented high thermal
resistance when compared to ovalbumin alone. The ovalbumin and sodium alginate
system proved to be efficient as wall materials, exhibited high sacha inchi oil
encapsulation efficiency (94.1%), as microcapsules were cross-linked with CaCl, and
presented a reinforced structure. In addition, they showed high efficiency of
encapsulation of the omega-3 present in sacha inchi oil and were not observed for the
gastric encapsulation and simulation process. These studies have suggested that wall
materials used for microencapsulation of efficient and can be used for

microencapsulation of bioactive compounds.

Key words: biopolymers, ovalbumin, sodium alginate, pectin, phenolic compounds.
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INTRODUCA GERAL

Os sistemas capazes de proteger compostos bioativos, como o acido linolénico,
comercialmente conhecido como dmega-3 tém sido frequentemente desenvolvidos e
incorporados nos alimentos. No entanto, alguns fatores como condigbes de
armazenamento e condi¢Ges ambientais podem prejudicar a qualidade nutricional desse
6leo, propiciando parcialmente sua instabilidade oxidativa, polimerizacdo e hidrolise
(CHEN; MCcCLEMENTS; DECKER, 2013; KAUSHIK et al, 2014). A
microencapsulacdo torna-se uma alternativa viavel para proteger esses ingredientes
bioativos contra os efeitos indesejaveis e melhor aplica-los na area de alimentos, pois
constroi uma barreira entre 0 encapsulado e 0 meio ambiente protegendo 0 composto
contra a exposicdo a fatores extrinsecos e proporcionando maior estabilidade e
qualidade ao produto alimenticio (GANJE et al., 2016; GULAO et al., 2016;
MACHADO, PELEGATI e OLIVEIRA, 2016).

Neste estudo o material encapsulado foi o 6leo de sacha inchi (Plukenetia
volubilis L.) que devido as suas caracteristicas funcionais como a elevada percentagem
de &cidos graxos insaturados essenciais, cerca de 42-48% de &cido linolénico (®-3), 32-
37% de acido linoleico (m-6) e 9-12% de acido oleico (®-9), e com 41-54% de oleo
comestivel, tem despertado interesse em diversos estudos nos uUltimos tempos. As
sementes e 0 6leo do sacha inchi sdo utilizados de diferentes maneiras pela populagdo
amazonica, o Oleo é utilizado na preparacdo de varias refeiches, as sementes sao
consumidas torradas e as folhas também sdo preparadas e aproveitadas, além de ser
utilizado habitualmente como um remédio, no tratamento de problemas reumaticos e
dores musculares (FANALI et al., 2011; CHIRINOS et al., 2013).

A coacervagdo complexa que acontece principalmente por meio de interagdes
eletrostaticas em que os polimeros apresentam ions de cargas opostas (SOUZA et al.,
2013). O emprego da técnica de coacervacdo complexa assegura vantagens como, por
exemplo, condi¢cbes brandas de preparo, reduzida perda dos compostos
microencapsulados, integridade elevada do material de parede formado, Otima
encapsulacdo, liberagdo controlada dos compostos bioativos e funcionais. A
microencapsulacédo por coacervacdo complexa pode proteger compostos bioativos como
o 6mega-3 presente no Oleo sacha inchi que sdo sensiveis a altas temperaturas,
contrafatores extrinsecos inadequadas, sendo por tanto de interesse para inddstria de
alimentos (GOUIN, 2004; JIN et al, 2007; BEINDORFF & ZUIDAM, 2010;
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KRALOVEC et al, 2012; TANEJA & SINGH, 2012; ZHANG et al., 2012). Para que
haja ideal encapsulacdo o tipo de material escolhido deve apresentar caracteristicas
funcionais ecapacidade de formar uma barreira entre a fase interna e seus arredores,
além de apresentar capacidade biodegradavel, baixo custo, seguranca do material de
parede e acessibilidade nos métodos empregados(FAVARO-TRINDADE et al., 2008).
A maioria dos materiais usados para encapsulamento sdo biomoléculas, sendo comum a
associacdo de polissacarideos e proteinas como biopolimeros, uma vez que melhoram as
suas caracteristicas funcionais e tecnoldgicas (NEDOVIC et al., 2011).

Assim, esta dissertagdo foi distribuida em capitulos onde no capitulo | trata de
uma revisdo de literatura na qual foram abordados temas estudados nos capitulos
seguintes. Uma revisdo sobre microencapsulacdo, coacervacao complexa, matérias de
parede e lipideos bioativos (6leo sacha inchi) rico em dmega-3.

No capitulo Il foi estudado o processo de formagdo dos complexos coacervados
entre ovalbumina e pectina em funcdo da razdo de proteina e polissacarideo em
diferentes pHs, microencapsulacdo do 6leo sacha inchi pela técnica de coacervacao
complexa e empregando composto fendlico acido ténico, e ainda caracterizacdo
morfoldgica e térmica da microcapsula.

No capitulo Il foi estudado o processo de formacdo dos complexos
coacervados entre ovalbumina e alginato em funcdo da razdo de proteina e
polissacarideo em diferentes pHs, microencapsulacdo do éleo sacha inchi pela técnica
de coacervacdo complexa, empregando como reticulante o cloreto de calcio,
caracterizagdo térmica e morfologica da microcapsula, assim como condi¢des quimicas

do 6leo apds a microencapsulagdo e simulagdo gastrica in vitro.

16



OBJETIVO GERAL

Estudar o emprego da técnica de coacervacdo complexa para microencapsular o

6leo de Sacha Inchi, utilizando como material de parede os biopolimeros ovalbumina,

pectina e alginato de sodio.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Realizar levantamento bibliografico sobre microencapsulagdo, técnicas de
microencapsulacdo, coacervacdo complexa, biopolimeros utilizados como
matérias de parede e lipideos bioativos como 6leo sacha inchi.

Estudar a influencia dos biopolimeros na formacdo do complexo coacervado
entre ovalbumina e pectina, microencapsular o 6leo sacha inchi por coacervagédo
complexa empregando os biopolimeros ovalbumina, pectina e &cido tanico como
matérias de parede e caracterizar (estruturalmente e termicamente) as capsulas.
Estudar a influencia dos biopolimeros na formacdo do complexo coacervado
entre ovalbumina e alginato de sodio, microencapsular o 6leo sacha inchi por
coacervacdo complexa empregando os biopolimeros ovalbumina e alginato de
sodio como matérias de parede, caracterizar estruturalmente e termicamente as
capsulas obtida, e por fim analisar o perfil de liberacdo do 6mega-3 em

condicBes gastricas.
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CAPITULO | - REVISAO DE LITERATURA
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1.1 Microencapsulacédo
1.1.1 Conceitos

A microencapsulacdo é o processo de aprisionamento de qualquer ingrediente ativo
que normalmente € referido como nucleo (material encapsulado) que preenche a fase
interna da microcapsula (BAKRY A. M. et al., 2016). O material & volta do ndcleo é
chamado de capsula, encapsulante, material de parede, de membrana, transportador,
casca, ou matriz de encapsulamento (GIBBS et al., 1999). A Figura 1 ilustra as
diferentes configurages estruturais de sistemas de microencapsulagéo e apresenta como

o ingrediente ativo é distribuido na matriz do polimero.

(i) (i) °.o‘0 .

(iii) (iv)

9

(V) (Vl)

Figura 1.Modelos de microcapsulas. i) microcapsula simples (ii) matriz (microesferas),
(iii) microcéapsula simples irregular, (iv) varios nucleos, (v) microcapsula de parede
multipla e (vi) Agrupamento de microcapsulas (BAKRY A. M. et al., 2016).

A técnica de microencapsulacdo apresenta diversos beneficios como: protecdo do
material ativo que quando armazenados e processados em condic¢des inadequadas levam
a perdas na qualidade nutricional, devido a sua sensibilidade e instabilidade oxidativa,
resultantes da exposicdo a fatores extrinsecos como: umidade, oxigénio, calor e luz.
Sendo assim a microencapsulacdo contribui para o aumento da vida util e estabilizacdo
do composto encapsulado, melhorando o emprego desses compostos em produtos
alimentares. Além disso, a microencapsulacdo podera ser usada para converter um

ingrediente alimentar liquido em um so6lido aumentando sua aplicabilidade tecnoldgica
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(SOBEL R., VERSIC R. & GAONKAR A.G., 2014; KAUSHIK et al., 2014; VICENTE
etal., 2016).

A microencapsulagéo ¢é aplicada em diversos setores, como, indudstrias alimenticias,
de cosméticos e farmacéuticas. Na indUstria de alimentos € de extrema relevancia, pois
nos ultimos anos, com a necessidade de consumo dos alimentos funcionais, as industrias
passaram a acrescentar em seus produtos compostos funcionais que trazem beneficios a
saude (NEDOVIC et al., 2011) e os principais objetivos da microencapsulacdo sao:
obter melhor aproveitamento da substancia microencapsulada, reduzir a sua interagao
com fatores ambientais, impedir perdas sensoriais e nutricionais, mascarar substancias
com sabores indesejaveis, prolongar a vida Gtil da substancia encapsulada e incorpora-
las em novos produtos ou em produtos ja existente, proteger a substancia encapsulada
dos acidos e secre¢des gastrointestinais (McCLEMENTS., 2014; ALVIM et al., 2016;
KUCK; NORENA., 2016).

Sendo assim, diferentes estudos utilizaram esse o método de coacervagédo
complexa para preservagdo de seus componentes e obtiveram excelentes resultados
como COMUNIAN et al., 2016 que microencapsulou e avaliou a protecdo dos
componentes do 6leo de echium, e observaram que o encapsulamento do 6leo por
coacervacdo complexa melhora a sua estabilidade quimica e que adicdo do acido
sindpico oferece quase quatro vezes mais estabilidade para o 6leo. SALDANA et al.,
2016 microencapsularam o componente sulforafano obtido do extrato de sementes de
brécolis e observaram que os biopolimeros de qualidade alimentar, como gelatina, goma
arabica e pectina, sdo materiais seguros e adequados podendo ser empregadoscomo
materiais de parede pela método de coacervacdo complexa e TIMILSENA et al., 2016
que microencapsularam 6leo de semente de chia (CSO) por coacervacdo complexa e
observaram que a vida Util do 6leo de semente de chia foi significativamente prolongada
pelo os trés materiais de parede utilizados, além disso foi possivel observar uma
eficiéncia de encapsulamento de 93,9% e uma estabilidade do 6leo encapsulado de 12,8

horas.
1.1.2 Técnicas de microencapsulamento

Diferentes métodos sdo utilizados para microencapsular um material ativo, a
escolha do método depende da aplicacdo, do tipo de material, do mecanismo de

liberacdo desejado, do tamanho da particula (micro ou nano), das propriedades fisicas e
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quimicas do nucleo e da parede, da escala de produgdo e do custo (MUNIN;
EDWARDS-LEVY; 2011; ALVIM et al.,2016; MACHADO; PELEGATI,
OLIVEIRA,, 2016). A diferenca entre os metodos de microencapsulacédo € o tipo de
“aprisionamento” do material ativo pelo agente encapsulante, podendo esse ser de
natureza fisica, quimica ou fisico-quimica (JOYE; McCLEMENTS; 2014). Os seguintes
autores destacaram alguns desses métodos: fisicos como spray-drying (SARKAR et al.,
2013; BALASUBRAMANI et al.,, 2015), spray chilling (ALVIM et al., 2013;
PELISSARI et al., 2016; ORIANI et al., 2016), extrusdo (DOLCA et al., 2015;
RUTTARATTANAMONGKOL; AFIZAH; RIzZVI, 2015), co-cristalizacdo e
liofilizacdo (JAFARI et al.,2016; TURASAN et al.,, 2015). Metodos quimicos:
coacervacao simples (CHITPRASERT et al.,, 2014; SUTAPHANIT et al., 2014) e
coacervagdo complexa (OZYILDZ et al 2012; SOUZA, C. J.F; ROJAS, E. E. G,
MELO, N. R. G., LINS, J.F.C., 2013; PENG et al., 2014; SANTOS M. B., COSTA A.
R.. & GARCIA-ROJAS E. E.,, 2017; SOUZA CJ.F. &ROJAS E.E. G, 2017),
envolvimento por lipossomas e separacdo em fase organica (ZHAO et al.,2015; WANG;
PILENI; LANGMUIR., 2016).Métodos fisico-quimicos: emulsificacdo (DIMA et
al.,2014; MAJEED et al., 2016), inclusdo molecular e polimerizagao interfacial (JOYE;
McCLEMENTS; 2014; MUNIN; EDWARDS-LEVY; 2011). As técnicas mais
utilizadas sdo atomizacdo, extrusdo, liofilizacdo, leito fluidizado, inclusdo de
lipossomas, coacervacdo complexa e encapsulacdo pela formacdo de emulsdes
(REBELLO, 2009).

1.1.3. Coacervacdo Complexa

A Unido Internacional de Quimica Pura e aplicada (IUPAC) define coacervagao
como sendo a separacdo de um sistema coloidal (rica em polimeros) em duas fases
liquidas em que uma fase liquida rica em coldide separa-se de uma solucdo
macromolecular, em consequéncia de uma reducdo da solubilidade através de meios
quimicos e/ou fisicos (IUPAC, 1997). Sdo essas propriedades fisico-quimicas do meio
que tem relagdo direta com a deposicao do polimero formando uma capsula em volta do
agente ativo, essas propriedades sdo a temperatura, forca idnica, pH, polaridade, entre
outros (KRUIF & TUNIER, 2001; VERSIC, 2004; SOUZA et al., 2013). Esse processo
é separado em duas categorias: coacervacao simples ou complexa, variando de acordo
com numero de polimeros relacionados (SCHMITT & TURGEON, 2011).
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A coacervacdo complexa acontecera principalmente por meio de interagcoes
eletrostaticas em que os polimeros (dois ou mais coloides hidrofilicos) apresentem ions
de cargas opostas, resultando em duas fases liquidas imisciveis: uma é a fase continua
pobre de biopolimero (sobrenadante) e a fase mais concentrada rica em biopolimero
(fase de coacervado) (SCHMITT & TURGEON, 2011; ZHANG et al, 2013; SOUZA et
al, 2013), como ilustrado na Figura 2. Utilizado para encapsular uma variedade de
ingredientes ativos, essas nova fase formara uma nova fase, ionicamente neutra. Existe
ainda a coacervacdo simples em que a interacdo acontece de um Unico tipo de
biopolimero, sendo este tipo menos utilizado na inddstria alimentar (ZHANG et al.,
2013).

Proteina Polissacarideo

Incompatibilidade Complexo solivel complexacdo
termodindmica

Figura 2. Representacdo esquematica do comportamento de dispersdes aquosa de
misturas de polissacarideos e proteinas (adaptado de TOLSTOGUZOQV, 1991).

O processo de coacervacdo complexa € composto basicamente de trés estagios:
emulsificacdo (fase liquida) em que a solugdo estd com o material a ser encapsulado e 0
encapsulante, coacervacdo (formacdo do nucleo) e por fim formacdo da casca e/ou
endurecimento da parede formando compostos microencapsulados do tipo reservatorio
(AZEREDO, 2005; ZHANG et al., 2012). O método de secagem por atomizacdo é uma
técnica de encapsulamento muito utilizada na industria alimenticia, devido a
simplicidade do processo e baixo custo (THIES, 2007; TANEJA & SINGH, 2012).
Ainda assim o emprego da coacervagdo complexa assegura vantagens em comparagao a

secagem por atomizacdo que sdo relevantes como, por exemplo, alta protecdo aos
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ingredientes funcionais termo labeis (sensiveis a altas temperaturas), visto que o
processo oferece condi¢bes suaves de preparo, reduzida perda dos compostos
microencapsulados, integridade elevada do material de parede formado, variedade de
biopolimeros como possiveis materiais de parede, 6tima encapsulagdo e uma ideal
liberagdo controlada dos compostos bioativos e funcionais (GOUIN, 2004; JIN et al,
2007; BEINDORFF & ZUIDAM, 2010; KRALOVEC et al, 2012; TANEJA & SINGH,
2012; ZHANG et al., 2012). Como foi citado a cima, alguns fatores como origem do
material encapsulado e compostos do nucleo (peso molecular, a conformacdo, e
densidade de carga), afetam diretamente 0 processo de coacervacdo (SCHMITT E
TURGEON, 2011; SOUZA et al, 2013). E importante para que se estenda o tempo de
armazenamento que as microparticulas coacervadas passassem pelo processo de
secagem, evitando que elas se deteriore mais rapido e assim tenha vida util prolongada.
Na Tabela 1 serdo apresentados alguns estudos realizados com o objetivo de
encapsularéleos, O6leoresinas e alimentos termicamente sensiveis por coacervacdo

complexa.
1.2. Materiais utilizados para a encapsulagao

O material de parede das microcapsulas tem como objetivo proteger substancia do
nacleo contra os fatores extrinsecos (oxigénio, luz, umidade, calor, interagcbes com
outros compostos e etc.), e reduzir as perdas dos compostos bioativos, melhorando
assim a sua estabilidade, condi¢Ges de manipulacdo e aceitabilidade em geral. Além
disso,0s materiais de parede contribuem preservando os compostos ativos dentro da
capsula durante o processamento ou 0 armazenamento em varias condi¢fes, evitando
que o material de parede reaja com o material encapsuladoformando uma barreira entre
a fase interna e externa (GARG et al., 2006; WANDREY C., BARTKOWIAK A. &
HARDING S.E., 2009; SANGUANSRI & AUGUSTIN, 2011; TIMILSENA et al.,
2017). Também deve ser considerado na selecdo do material de parede o custo e
seguran¢a do material, método, o tamanho de particula pretendido, os mecanismos de
liberacdo controlada do encapsulado em condicbes pre-estabelecidas, deve ser de
qualidade alimentar biodegradavel, as propriedades fisico-quimicas do material usado
como o agente de encapsulacdo e do material encapsulado (FAVARO-TRINDADE et
al., 2008).
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O material de parede é também responsavel por colaborar para aumento do prazo de
validade dos produtos, por melhorar a funcionalidade de aditivos expandindo a area de
aplicacéo, apresentar baixa higroscopicidade melhorando o processamento e a textura
dos ingredientes, aumento da capacidade de dispersdo em diferentes tipos de materiais
além do desenvolvimento de produtos com valor agregado (NEDOVIC, KALUSEVIC,
MANOJLOVIC, LEVIC E BUGARSKI, 2011; COMUNIAN & FAVARO-
TRINDADE , 2016). Muitas substancias ou materiais podem ser usados para revestir ou
encapsular liquidos, sélidos ou gases de diferentes tipos e propriedades, como 0s
compostos bioativos. Conforme apresentado na Tabela 1.
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Tabela 2.Biopolimeros aplicados como material de parede através da técnica de coacervacdo complexa, pH, ingredientes encapsulados e analises realizadas.

COMBINACAO DE
POLIMEROS

MATERIAL ENCAPSULADO pH

ANALISES REALIZADAS

FONTES

Proteina isolada de soja
e quitosana

Quitosana-xantana(Q/X)
e quitosana-pectina(Q/P)

Goma arébica e gelatina
Alginato de sodio e
quitosana

pB-ciclodextrina e goma
arébica

Gelatina/ Alginato de

sédio

Gelatina/ Alginato de
sodio

Proteina isolada de
canola e quitosana

Oleo de algas

Oleo de palma

Oleo essencial
LippiaTurbinata

Oleo essencial Tomilho

Oleo essencial Acafréo

Oleo essencial Gengibre

Oleoresina de Astaxantina

Alimentos termicamente
sensiveis e ingredientes
farmacéuticos

6,0

5,6

4,9

3,0

3,5

4,0

5,8-6,2

Determinacdo do potencial , calorimetria de
titulagdo isotérmica (ITC); microscopia Optica,;
medidas de hexanal e hidroperoxido lipidico;
andlise estatistica.

Perfil de liberacdo de carotendides, Calorimetria
de varrimento diferencial (DSC), microscopia
eletrénica de varredura (MEV), analise estatistica.
Eficiéncia de encapsulacdo por cromatografia
gasosa (CG), efeito da liberacdo do 0leo, analise
estatistica.

Analise do tamanho da particula, Espectroscopia
de infravermelho (FTIR), Calorimetria de
varrimento diferencial (DSC), analise estatistica.
Calorimetria de varrimento diferencial (DSC),
microscopia eletrénica de varredura (MEV);
andlise estatistica.

Espectroscopia de infravermelho (FTIR); anélise
termogravimétrica (TGA), microscopia eletronica
de varredura (MEV).

Anélise do tamanho da particula, microscopia
eletrénica de varredura (MEV), estudo in vitro da
liberagdo do 6leo, estabilidade de armazenamento,
anélise estatistica.

Anélise centesimal da proteina isolada da canola;
Determinacdo do potencial {; densidade optica
(turvacdo); espectroscopia de infravermelho
(FTIR); calorimetria de varrimento diferencial
(DSC); anélise termogravimétrica (TGA); analise
estatistica.

YANG-YUAN
etal. (2017)

RUTZ et al.,
2017.

GIRARDI et al.,
2017

SHEN et al.,
2016

ATEFI et al.,
2016.

WANG et al.,
2016

Ll etal., 2016

CHANG,
GUPTA,
TIMILSENA
&ADNIKARI
(2016)

25



Proteina isolada de
semente de

chia e goma de semente
de Chia

Proteina isolada de
linhaca e goma de
linhaca

Alginato de sodio e
quitosana

Gelatina/goma Arabica
— gelatina/pectina

Gelatina e
hexametafosfato de
sodio

Gelatina de peixe e
goma arabica
Gelatina e goma arabica

Oleo de semente de Chia

Oleo de linhaca

Sulforafano (fitoquimico)

Oleo de atum fortificada

com (vitamina A, D3, E,

K2, curcumina e coenzima
Q10)

Oleo de girassol

Oleo de microalgas

2,0-12

3,1

595-74

+4,0

2,1 —45

50a7,0

Analise centesimal da proteina extraida;
Determinacdo do potencial {; densidade dptica;
medicdo da cristalinidade; espectroscopia de
infravermelho (FTIR); calorimetria de varrimento
diferencial (DSC); analise termogravimétrica
(TGA); analise estatistica.

Anélise Rancimat; espectroscopia de
infravermelho (FTIR); analise estatistica.

Analise do tamanho da particula; potencial ;
Microscopia de for¢a atbmica; simulacéo gastrica;
anélise estatistica.

Espectroscopia de infravermelho (FTIR); analise
estatistica.

Reflexdo total atenuada;espectroscopia de
infravermelho (FTIR); analise estatistica.

Microscopia confocal; analise do tamanho de
particula.

Analise do tamanho de particula; microscopia
eletronica de varredura (MEV); medicOes de
libertacdo; Cinética de liberacdo de 6leo.

TIMILSENA et
al. (2016)

KAUSHIK et al.
(2016)

LIU et al. (2016)

GARCIA-
SALDANA et
al. (2016)

WANG et al.
(2015)

PIACENTINI et
al. (2013)

ZHANG et al.
(2012)
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A escolha de um sistema de encapsulamento é sempre critico, ja que deve ser
eficiente e facilmente incorporado aos alimentos, sem interferir na sua textura e sabor
(WANDREY C., BARTKOWIAK A. & HARDING S.E., 2009; NEDOVIC et al.,
2011).

1.2.1. Ovalbumina

A Ovalbumina (OVA) é uma proteina globular que possui carboidrato e fosfato
ligado a fracdo protéica, por tanto € denominada de fosfoglicoproteina, apresenta
predomindancia na fragcdo protéica da clara de ovo, com mais de 50%. A OVA apresenta
em sua composicdo 385 residuos de aminoécidos, dos quais metade sdo hidrofdbicos,
seu peso molecular é de (~ 45 kDa) e valor de ponto isoelétrico é (~ 4,9) (SGARBIERI,
1996; CROGUENNEC T. et al., 2007; GIOSAFATTO C.V.L. et al., 2012; NIU F. et
al., 2014). Sua estrutura tridimensional é formada por 41% da a-hélice, 34% B-folha,
12% B-giros e 13% de novelos aleatérios (NGARIZE, 2004) Figura 3.

Figura 3. Caracteristicas estruturais do ovalbumina cadeia principal global da estrutura
da ovalbumina (YAMASAKI et al., 2003).

A Ovalbumina é um relevante ingrediente alimentar com caracteristicas
funcionais de grande interesse para industria de alimentos devido a sua extensa
aplicagdo, como por exemplo, formacdo de gel, propriedades emulsificantes,
estabilidade da espuma, utilizados na fabricacao de tortas, produtos carneos, fabricacédo
de biscoitos, produtos de panificacdo, além de propriedades nutricionais (ORDONEZ et
al., 2005; CHOI et al, 2005; NYEMB K. et al., 2014). S&o encontradas em trés formas e
propor¢do Al (85), A2 (12), A3 (3) e sdo distinguidas pela quantidade de fosforo ligado
a proteina, 2, 1 ou 0 4tomos de fdésforo por mol de OVA, nesta ordem. Possui uma
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ligacdo dissulfeto e quatro grupos sulfidricos livres no nucleo da proteina que apos a
desnaturacdo da proteina reagem entre si. Possui uma glicina acetilada no terminal N,
uma prolina no terminal carboxilico e uma Unica cadeia lateral de carboidrato formada
de D-manose (2 %) e N-acetilglicosamina (1,2 %) (SGARBIERI, 2004).

A OVA como todas as proteinas é sollvel por natureza, essa solubilidade pode
variar de acordo com as maneiras e condi¢cdes em que estas interacdes ocorrem, relaces
entre proteina-proteina ou proteina-solvente (ZAYAS, 1997). Contudo, demonstram que
possui caracteristica desejaveis para um material de parede sendo, portanto as proteinas
um material imensamente importante e muito utilizada para a microencapsulagdo de
alimentos e farmacos (JAFARI et al., 2008).

1.2.2. Pectina

As pectinas sdo classificadas como heteropolissacarideos (duas ou mais unidades
monoméricas) que apresentam em sua estrutura 65% de é&cido galacturénico
representado na figura 4. Principal polissacarideo que compde a parede celular das
plantas, produzida durante os primeiros estagios do crescimento da parede celular
primaria (KERTESZ, Z. 1., 1951; JARVIS M.C., FORSYTH W. & DUNCAN H.J.,
1988; NORTHCOTE D.H., 1972; VORAGEN A. G. J. et al., 2009; SOUTO-MAIOR
J.F.A., et 2010). Obtida a partir da solubilizacdo da protopectina do bagaco de macé e
casca de frutos citricos como limao e laranja, em condic@es &cidas (pH 1,5 a 3,0) e sob
aquecimento (60 a 100°C) (CANTERI, M. H. G. et al. 2012). Outras fontes de pectina
sdo as batatas, polpa de beterraba, tomate e a cenoura (AXELOS M.A.V. et al., 1989;
WILLATS W.G. et al., 2001; SHARMA R.K,, et al., 2001; WILLATS W.G. et al.,
2006; LIU Y., SHI J. & LANGRISH T.A.G. et al., 2006).

HOC o
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OHQp O

HO OH
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Figura 4.Estrutura da pectina (adaptado de PEREZ S.; RODRIGUEZ-CARVAJAL M.
& DOCO T., 2003).

Na indastria de alimentos & amplamente utilizado como gelificante e

estabilizante, possui 6tima biodegradabilidade, biocompatibilidade e ndo toxicidade,
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além de ser utilizada em outros setores como farmacéuticas, tecnoldgicas aplicadas em
embalagens e no setor de cosméticos na producédo de cremes e logcdes (NAGGAR, V.F.,
EL-KHAWAS M., ISMAIL F.A. & BORAIE N.A., 1992; SUNGTHONGJEEN S. et
al., 1999). Com material encapsulante é considerado ideal, pois possui facil degradacéo,
facilitando a liberacéo de ingredientes ativos de forma controlada, comumente utilizada
como encapsulantes principalmente pela técnica de coacervacdo complexa (FATHI,
MARTIN E McCLEMENTS, 2014; RIBEIRO & SERAVALLI, 2004).

Atraveés do grau de metoxilagdo (GM) é possivel classificar a pectina, na qual a
quantidade de grupos carboxilicos sob a forma de éster irdo influenciar na classificacéo,
quando superior a 42,9% sdo consideradas pectinas de alto teor de metoxilacdo (ATM)
utilizados em conserva e para gelificacdo, e quando inferior a 42,9% sdo denominadas
de baixo teor de metoxilacdo (BTM), empregado na indUstria alimenticia na producgédo
de geleias com baixo teor de agucares, uma vez que ndo requer grande quantidade de
acUcar para gelificacdo e possui menor sensibilidade a acidez (OAKENFULL D. &
SCOTT A., 1984). Portanto o grau de metoxilacdo demonstra extrema importancia no
mecanismo de gelificacdo e processamento, interferindo nas propriedades funcionais da
pectina (THAKUR B.R., SINGH R.K. & HANDA A.K., 1997; MOHNEN D., 2008;
VORAGEN A. G. J. etal., 2009; SRIAMORNSAK P., 2011).

1.2.3. Alginato de s6dio

O alginato de sddio (AL) é um polissacarideo aniénico, hidrofilico e de origem
natural obtido de plantas marinhas (extraido de algas), com peso molecular de ~143
kDa, empregada na inddstria farmacéutica e alimenticia, utilizado nos processos de
microencapsulagdo e construgédo de membranas com permeabilidade controlada, devido
sua capacidade de reter 4gua (PAMIES et al, 2010; MATALANIS et al., 2011). O
alginato possui varias propriedades funcionais como, por exemplo, existe em grande
quantidade na natureza (fonte renovavel), biodegradavel, biocompativel, bioativo, baixa
toxicidade e de baixo valor econémico (ZIA, ZIA, ZUBER; REHMAN & AHMAD,
2015). Além de tudo possui capacidade gelificante, aumento de viscosidade e
propriedades estabilizadoras (MULLER; SANTOS; BRIGIDO, 2011). E composto por
acido carboxilico e por ser aniénico, este biopolimero tem sido aplicado como material
de parede para o encapsulamento através da técnica de complexo coacervado
(COMUNIAN et al., 2016). O alginato se destaca de outros polimeros por basear-se em
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a-L-gulurénico (G) e acido B-D-manurbnico (M), e em relacdo ao seu nivel de
polimerizacédo Figura 5.

O alginato de sddioassim como outros polissacarideos aniénicos configura-se
como uma alternativa para ser aplicado como material de parede pela técnica de
coacervacdo complexae tem caracteristicas similares & pectina, podendo ser aplicado
como visto acima, na forma de gelificacdo ibnica (COMUNIAN et al., 2016).
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Figura 5. Estrutura quimica do alginato de sddio. a) acido B-D-manurdnico; b) a-L-

gulurdnico e c¢) alginato (GAVA, 2008).

1.3. Compostos bioativos

Os compostos bioativos que apresentam efeitos benéficos para a salde estam
presentes em uma grande variedade de ingredientes ativos utilizados pela inddstria de
alimentos, estes podem ser isolados e purificados a partir de fontes naturais ou
sintetizado quimicamente (apresentando a mesma estrututa encontrada na natureza). Sao
considerados ingredientes ativos os flavorizantes, corantes, minerais, nutracéuticos,
vitaminas, antimicrobianos, antioxidantes e conservantes (CHEN et al., 2006, SHEFER
E SHEFER, 2003, UBBINK, 2002; UBBINK E KRUGER 2006). Os 6leos essenciais,
oleoresinas e 6leos vegetais destacam-se por possuir propriedades antimicrobianas e
antioxidantes (ETTOUMI; ZOUAMBIA; MOSTEFA, 2016; NIU et al., 2016;
TIMILSENA et al., 2016; BASAK & GUHA., 2017), podendo ser utilizados como
conservantes naturais na area de alimentos, fazem parte da categoria dos lipideos

bioativos devido a associacao desses compostos a beneficios a saude.
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1.3.1. Lipideos bioativos

Os lipidios apresentam diversos compostos que sdo soliveis em solventes
organicos e insoltveis em agua (AKOH & MIN, 2008; McCLEMENTS & DECKER
2008, Mc CLEMENTS et al., 2015). Na categoria dos lipidios estdo incluidos os
monoacilglicerois, diacilglicerdis, triacilglicerois, acidos graxos livres, fosfolipidos,
carotendides, fitoesterdis e vitaminas solUveis em Gleo. Esses compostos lipofilicos
estdo associados a diversos beneficios para a saide como, prevencdo de doencas
coronarias, diabetes, hipertensao, entre outras (McCLEMENTS et al., 2009; WARAHO
etal., 2011; McCCLEMENTS et al., 2015).

Os é&cidos graxos (AG) sdo os principais constituintes dos lipideos, apresentam
acidos carboxilicos com cadeias longas e ndo ramificadas, formadas por numerosos
pares de atomos de carbono, unidos por ligagdes simples (saturadas) ou duplas
(insaturadas). De acordo com Bobbio & Bobbio (2003), os principais acidos graxos
saturados sdo o laurico, palmitico e o estearico, e os insaturados séo o oleico, linoleico e
linolénico. Os lipidios sdo compostos indispensaveis para funcdes bioquimicas,
estruturais e regulatorias, tem participacdo na composi¢do da membrana celular e séo
capazes de modificar a resposta imune e inflamatéria, € uma rica fonte de energia
(CASTRO-GONZALEZ, 2002). Os AG sédo encontrados sob a forma de triglicerideos
(uma molécula de glicerol unindo trés moléculas de AG). Os Acidos graxos contém
ligagdo dupla no terceiro carbono contadas a partir do terminal metil, o &cido linolénico
(»-3) é um acido graxo poli-insaturado essencial (BOBBIO & BOBBIO, 2003) Figura
6.

0}'/\"\/\\/\%\;:1::;\/"-1‘_-:_;“/"\_\__.._-19\/CH3 Alp linolenic acid (ALA)
HO
Q
HDJ AV VY OV VI Ve g Wi Stearidonie acid
o]
Ho'k/‘\/:--‘:;:_/‘x_-;ﬁ:":\,/ "-'--;-_-.,,’\_,_;::1\,_,/""“-'-:-;/\CH3 Eicosapentacnoic aeid (EPA)
O\\T"/\\/.l::::.‘:-/\\5:"'::-\\/C::::':~/\\1."~'-"'\/:'\""“-';/\-:-’-""'."VCH" Docosshexnenoic acid (DHA)

OH

Figura 6. Estruturas quimicas dos principais acidos graxos do 6mega-3 (COMUNIAN
T. A etal., 2016).

Estudos comprovam que o &cido linolénico, quando consumido frequentemente,

atenua e previne o risco de uma série de doencas como, por exemplo, doencas
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cardiovasculares, cancer de célon e doengas imunologicas, diabetes, alergias, doenga de
Alzheimer, além de promoverem o bem-estar fisico e mental (KRALOVEC, ZHANG,
ZHANG E BARROW, 2012; LAVIE et al., 2009; CASTRO-GONZALEZ, 2002). Isso
gera, consequentemente, a procura por alimentos funcionais que contenham compostos
bioativos, dado que o consumo diario dessas gorduras saudaveis esta associado a uma
vida sadia. O &cido linolénico (w-3) é encontrado em uma maior quantidade nos peixes,
crustaceos, algas marinhas e moluscos, tratando se de sua principal fonte. Os acidos
graxos da familia do acido linolénico de origem animal mais importante sdo os acidos
eicosapentaendico (EPA) e docosahexaendico (DHA) (KRALOVEC, ZHANG,
ZHANG, & BARROW, 2012; COMUNIAN T. A. & FAVARO-TRINDADE, 2016).
No entanto fontes vegetais como o 6leo de linhacga, de gergelim, sementes de canhamo,
de chia e o de sacha inchi, tém sido estudadas e apresentam-se como fontes de dmega 3
em concentragdes tdo altas quanto as de origem animal (FANALI et al., 2011;
CASTRO-GONZALEZ, 2002; GUILLEN et al., 2003; MAURER et al., 2012;
TIMILSENA et al., 2016).

1.3.2. Oleo de Sacha Inchi

Sacha Inchi (Plukenetia volubilis L.) é uma oleaginosa,natural da
regidoamazonica do Perd, é uma planta dafamilia Euphorbiaceae, igualmente conhecida
como amendoim Inca, amendoim silvestre, Inca Inchi, ou de amendoim montanha e,
que cresce na floresta amazonica, em climas quentes e em altitudes acima do nivel do
mar de até 1500 m Figura 7. Por muitos anos foi cultivada pela populacdo indigena
(GUILLEN et al., 2003; KRIVANKOVA et al., 2007; GUTIERREZ, ROSADA &
JIMENEZ, 2011.

O norte da Tailandia e outros paises da sub regido do Grande Mekong também
cultiva o sacha inchi, vista por eles como sendo um fruto com uma safra de grande
qualidade e com um futuro promissor (RAWDKUEN et al., 2016). As sementes e 0 6leo
de sacha inchi (OSI) s&o utilizados de diferentes maneiras pela populagdo amazonica e o
6leo € utilizado na preparagdo de varias refeicdes, as sementes sdo consumidas torradas
e as folhas também sdo preparadas e aproveitadas nas refeicdes (FANALI et al., 2011).
Em alguns casos na regido Amazonica as sementes de S| sdo também utilizadas
habitualmente como um remédio, no tratamento de problemas reumaticos e dores
musculares (CHIRINOS et al., 2013). Em um estudo realizado por Garmendia et al.

(2011), em que se analisou o efeito do OSI sobre o perfil lipidico em pacientes com
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elevados valores de colesterol e triglicerideos, ap0s quatro meses se observou uma
elevada taxa de HDL (lipoproteina de alta densidade) no sangue que atingiu 30% do
valor inicial, que é proporcionalmente maior do que o alcancado por ingestdo de
remédios (RAWDKUEN et al., 2016).

Figura 7. Frutos de Sacha Inchi (Plukenetia volubilis L.)

Fonte: www.bergolio.ch

O interesse pela semente de sacha inchi é devido ela possuir uma elevada
quantidade de 6leo comestivel, que varia de acordo com a literatura entre 35-60%,
proteina 27-30% rica em aminoacidos ndo essenciais como cisteina e tirosina e
aminoacidos esséncias a treonina e o triptofano, possui uma grande quantidade de
acidos graxos poli-insaturados (PUFAS) que compdem cerca de 93% dos acidos graxos
totais presentes na semente (CABRAL et al., 2009). Especificamente, cerca de 45-50%
de acido a-linolénico (®-3), 32-37% de acido linoleico (»-6) e 9-12% de acido oleico
(©-9), possui gosto amargo e contém substancias termolabeis (GUILLEN et al., 2003;
FOLLEGATTI-ROMERO et al., 2009; WANG et al 2012; CHIRINOS et al., 2013;
NIU, LI, CHEN & XU, 2014). Em relacdo a outras sementes alimentares, a propor¢ao
do 6leo em sementes de sacha inchi é elevado apresentando valores acima de 40% em
relacdo a soja que apresentou 16,5-17,5%, a Chia 26,7-35% e de cartamo 27,5%, as
sementes de linhaga 33,6-44,8%, pistache 50,4-58% e inferior a da macadamia 63-
71,8% (ARENA et al., 2007; BOZAN & TENELLI, 2008; WALL, 2010; IXTAINA et
al., 2011; CIFTCI, et al., 2012; YOSHIDA et al., 2003; CHIRINOS et al., 2013).

Os oleos vegetais fornece uma fonte de baixo custo, sendo considerada uma
caracteristica desejavel, em relagdo aos 6leos marinhos (MAURER et al., 2012). Os

consumidores tem demonstrado um aumento no interesse e procura desses produtos a
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base de dleo vegetal, além da inddstria alimentar, farmacéutica e cosmética. Os 6leos
vegetais sdo provenientes de frutas, nozes e variadas sementes, entre os 0leos vegetais
mais usuais na preparacdo de alimentos estdo, principalmente de soja, amendoim,
ervilha, colza (couve-nabica), semente de girassol, milho, carogo de algodéo e sementes
de cartamo (SATHE et al., 2012; HAMM et al., 2013). Sacha inchi também apresentou
valores maiores na quantidade de dleo, quando comparado a soja e algoddo, porém
possui valores comparaveis a de girassol e amendoim. E de baixo custo e de maior
facilidade extrair 6leo vegetal como sacha inchi, linhaca, chia entre outros (HUANG,
PEREIRA eLEONARD, 2004). Com isso aumenta a procura por produtos ricos em
acido linolénico, e por isso a necessidade de se explorar produtos que sejam a base
desses acidos como o sacha inchi que é um dos poucos vegetais que possui uma elevada
porcentagem de &cidos graxos (CASTRO-GONZALEZ, 2002; GUILLEN et al., 2003).

1.3.3. Acido tanico

O é&cido tanico (AT) é um produto pertencente a familia de taninos e de a um
subconjunto de metabolitos secundarios conhecidos como polifendis encontrados no
reino vegetal. Este composto desenvolve atividades bioldgicas como: anticancerigenas,
antioxidantes, antimicrobianos e antivirais (CHEN et al., 2003; SAHINER, N.,
SAGBAS S. e AKTAS N,, et al., 2015; ANDRADE R. G. et al., 2006; BUZZINI P. et
al., 2008). O AT apresenta em sua estrutura um grande ndmero de grupos fenodlicos e
hidroxilos, sdo hidrolisaveis e de alto peso molecular (500 a 3000 Da), encontrados
abundantemente em plantas, casca, raizes e castanha (DESPHANDEet al., 1986;
SANTOS et al., 2016; AGUILERA et al., 2016). Os compostos fendlicos sao utilizados
como corantes e aromas na industria de alimentos e contribuem para estabilidade
oxidativa em diversos alimentos por possuirem capacidade antioxidante (RUTZ et al
2013; JOHN e SHARIDI, 2010). Além disso, os polifenois tem sido empregados como
reticulantes naturais devido a sua interagdo com proteinas e outras macromoléculas,
contribuindo para o processamento de certos produtos alimenticios, modificando
caracteristicas funcionais das proteinas, como por exemplo, sua capacidade
emulsionante e gelificante (KROLL, RAWEL, & ROHN, 2003; CAO et al., 2007,
AEWSIRI, BENJAKUL, VISESSANGUAN, WIERENGA, & GRUPPEN, 2010;
BALANGE & BENJAKUL, 2010).
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CAPITULO II - Microencapsulacéo do 6leo sacha inchi empregando
ovalbumina, pectina e 4cido tanico por coacervacao complexa.
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RESUMO

Diferentes matrizes poliméricas tem sido estudadas para microencapsulacdo de lipideos
bioativos como 6leo sacha inchi rico em émega-3, com interesse de agregar valor nutricional
a novos produtos alimenticios. A formacdo do complexo coacervado de ovalbumina, pectina e
acido tanico foram estudados com o objetivo de ser um possivel sistema para microencapsular
0 Oleo de sacha inchi através da técnica de coacervagdo complexa. Foram avaliados a
influéncia do pH (2,0 a 7,0) e as proporc¢des de ovalbumina-pectina (1:1, 1:2, 1:4, 2:1 e 4:1), a
melhor razdo do ndcleo/material de parede (1:1, 1:2 e 2:1) e as concentracdes dos polimeros
totais (1%, 2% e 3%). Foi determinada a eficiéncia de encapsulacdo e realizado analise
calorimétrica a fim de caracterizar termicamente as microcdpsulas. Na formacdo dos
coacervados o pH 3,5 e a razéo 4:1 se mostrou com maior turbidez e confirmou a melhor
interacdo entre os biopolimeros, a ovalbumina quando combinada com acido tanico
apresentou um tamanho muito maior quando comparada a ovalbumina isolada, confirmando a
interacdo entre os biopolimeros. A eficiéncia de encapsulagdo foi de 70 a 80%, sendo a
melhor proporcdo de nudcleo/parede 2:1 e a melhor concentracdo de polimeros totais de 2% e
as microcapsulas apresentaram estabilidade térmica, sem alteragbes na composicdo quimica
do oleo sacha inchi. Os resultados demonstram que é possivel a microencapsulagdo do oleo
sacha inchi empregando os biopolimeros ovalbumina, pectina e acido tanico como agentes
encapsulantes através da técnica de coacervagdo complexa.

Palavras chave: lipideos bioativos, 6mega-3, acido tanico, eficiéncia de encapsulacédo e

biopolimeros.
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2.1. INTRODUCAO

O sacha inchi (Plukenetia volubilis L) é uma oleaginosa originada da regidoamazonica
do Perd, norte da Tailandia e outros paises, comumente cultivada pela populagdo indigena
(GUILLEN et al., 2003; FOLLEGATTI-ROMERO et al., 2009; CHIRINOS et al., 2013;
NIU, LI, CHEN & XU, 2014; RAWDKUEN et al., 2016). A semente de sacha inchi possui
uma elevada quantidade de 6leo comestivel, é rico em acidos graxos insaturados essenciais,
cerca de 42-48% de 4cido linolénico (w-3), 32-37% de acido linoleico (»-6) e 9-12% de acido
oleico (®-9) (GUILLEN et al., 2003; FOLLEGATTI-ROMERO et al., 2009; CHIRINOS et
al., 2013; NIU, LI, CHEN e XU, 2014).0 consumo de acidos graxos essenciais como acido
linolénico (w-3) esté associado a diversos beneficios a salide, como na prevengdo de doencas
cardiovasculares (GUILLEN et al., 2003; POOLE, C. D. et al., 2013). No entanto esses
compostos sao facilmente degradados quando expostos a condigdes ambientais (oxigénio, luz,
umidade, calor e interagbes com outros compostos) comprometendo sua estabilidade e
dificultando a sua aplicacdo em produtos alimenticios (GARG et al., 2006; WANDREY C.,
BARTKOWIAK A. & HARDING S.E., 2009; SANGUANSRI & AUGUSTIN, 2011,
TIMILSENA et al., 2017).

A microencapsulacdo € o processo de aprisionamento de qualquer ingrediente ativo
(ndcleo) dentro de um material de parede, protegendo o ingrediente de condi¢bes ambientais
adversas, aumentando sua estabilidade e vida util (NEDOVIC et al., 2011; BAKRY A. M. et
al., 2016). Existem diversas técnicas de microencapsulacdo entre elas podemos citar a
coacervacao complexa que ocorre principalmente por meio de interagdes eletrostaticas em que
0s polimeros apresentem ions de cargas opostas, comumente utilizada devido a simplicidade
do processo e baixo custo (THIES, 2007; TANEJA & SINGH, 2012).No processo de
microencapsulamento através da técnica de coacervagdo complexa sdo utilizados uma grande
variedade de biopolimeros como materiais de paredesentre eles podemos destacar:
polissacarideos (amido, maltodextrina, quitosana, etc.), gomas (alginato, arabica, carragena,
pectina, xantana, etc.), proteinas (caseina, caseinato, gelatina, isolado protéico do soro do
leite-WPI, isolado concentrado protéico do soro do leite-WPC, ovalbumina, etc.)
(GAONKAR et al., 2014; COMUNIAN., 2016) e os poliimeros fendlicos como o &cido tanico
que é um galotanino misturado com polifendis hidrolisaveis de alto peso molecular (500-
3000 Da), pertencente a familia de taninos que sdo encontrados abundantemente em plantas,
casca, raizes e castanha (DESPHANDE et al., 1986; SANTOS et al., 2016; AGUILERA et
al., 2016). Os compostos fendlicos sdo utilizados como corantes, aroma e contribuem para
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estabilidade oxidativa em diversos alimentos por possuirem capacidade antioxidante (RUTZ
et al 2013; JOHN e SHARIDI, 2010). Os grupos hidroxilos e carboxilicos presentes nos
tanino sdo responsaveis por formar fortes interacGes com proteinas e outras macromoléculas,
contribuindo para o processamento de certos produtos alimenticios, modificando
caracteristicas funcionais das proteinas, como por exemplo, sua capacidade emulsionante e
gelificante (KROLL, RAWEL, & ROHN, 2003; CAO et al., 2007; AEWSIRI, BENJAKUL,
VISESSANGUAN, WIERENGA, & GRUPPEN, 2010; BALANGE & BENJAKUL, 2010).
Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influencia dos polissacarideos na
formagdo do complexo coacervado entre ovalbumina e pectina, avaliar a interagcdo entre
ovalbumina e &cido tanico, microencapsular o 6leo sacha inchi por coacervagdo complexa
empregando osbiopolimeros ovalbumina, pectina e acido tadnico como matérias de parede,
avaliar a influencia desses materiais de parede na eficiéncia de encapsulacdo e caracterizar

estruturalmente e termicamente as microcapsulas formadas.
2.2. MATERIAIS E METODOS

2.2.1. Materiais

Oleo Sacha Inchi (OSI) (Plukenetia volubilis L.) foi comprado no mercado local em Lima,
Per(. Ovalbumina (OVA; pureza 66 a 88%), Pectina (PEC; GM > 69%) e acido tanico (AT)
foram obtidos da empresa Sigma-Aldrich® (St. Louis — USA), os reagentes utilizados foram
de grau P.A obtidos da VETEC® Ltda (Rio de janeiro, Brasil). Para realizacdo dos
experimentos e preparo das solugdes foi utilizada agua ultrapura com condutividade de 0,05
uS/cm (Gehaka, Master-P&D, Brasil).

2.3. METODOLOGIA

2.3.1. Formacao dos complexos coacervados entre Ovalbumina, pectina e acido tanico

2.3.1.1. Preparo das amostras

As concentragcbes de OVA:PEC foram fixadas em 0,1% m/m, ambas solugdes foram
agitadas com auxilio de um agitador magneético (Novatecnica, modelo NT101, Brasil) por 30
minutos e 24 horas respectivamente.Foram estudadas cinco razdes da solu¢cdo OVA:PEC (1:1;
1:2; 1:4; 2:1 e 4:1) no potencial zeta e determinado o pH ideal na titulagdo turbidimétrica
(Adaptado de SOUZA e ROJAS, 2015 e DIARRASSOUBA et al., 2015).
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2.3.1.2. Potencial {

Através do equipamento Zetasizer Nano-ZS (Malvern Instruments, Worcestershire, UK),
foram analisados o0 potencial { da ovalbumina, pectina e das razdes estudadas. As amostras
(10 mL) a 0,1% (m/m) foram colocadas no titulador (Malvern Instruments, MPT-2, Reino
Unido). O pH das solugdes foi ajustado com o auxilio de 0,5 mol/L de HCI, 0,25 mol/L de
NaOH e 0,025 mol/L de NaOH e as andlises foram conduzidas variando o pH (2,0-7,0), no
intervalo de 0,5 + 0,1. O Potencial- { foi calculado com base no modelo matematico de
Smoluschwsky com uma precisdo de +2 mV e cada amostra lida em triplicata a 25 °C
(Adaptado de SANTOS et al., 2017).

2.3.1.3. Titulacé@o Turbidimétrica

A solucdo contendo a razdo de OVA/PEC 4:1, teve seu pH ajustado de (2 a 7) com
HCI e NaOH, com auxilio de um agitador magnético (NT101, Novatecnica, Brasil). O pH das
solugdes foi monitorado com o auxilio de um pHmetro de bancada (mPA-210, Tecnopon,
Brasil). E uma aliquota de 2 mL foi retirada para aferi¢cdo do valor de turbidez em uma cubeta
de quartzo, com um auxilio de espectrofotdometro (Libra S12, Biochrom, Inglaterra) em um
comprimento de onda de 400 nm, calibrado com &gua ultrapura para 100% de transmitancia
(T) e a turbidez (t) definida como (t)=100-%T. Todas as titulacbes foram realizadas a
temperatura ambiente (aproximadamente 25°C) com trés replicatas, sendo o intervalo entre as
afericdes de aproximadamente 1 minuto ( Adaptado de SOUZA e ROJAS, 2015)

2.3.1.4. Estudo da interacdo entre OVA/AT através da titulacdo turbidimétrica e
tamanho de particula

Foi medida a turbidez em funcéo da razdo 1:1, 1:2, 1:4, 2:1 e 4:1 do sistema OVA/AT
(0,1% m/m) em um comprimento de onda de 400 nm utilizando um espectrofotdmetro
(Biochrom mod. LIBRA S12, Inglaterra) calibrado com &gua ultrapura para 100% de
transmitancia (T) e a turbidez (t) definida como (t)=100-%T. Realizado trés replicatas, sendo
o intervalo entre as afericdes de aproximadamente 1 minuto (Adaptado de SOUZA e ROJAS,
2015).

A distribuicdo de tamanho da particula de ovalbumina e dos complexos obtidos de
ovalbumina e &cido tanico em solucdo foram determinadas a pH 3,5 pela técnica de DLS
(Dynamic Light Scatering) utilizando o Zetasizer (Malvern Instruments, Nano-ZS, Reino

Unido) equipado com laser He-Ne a um comprimento de onda de 632,8 nm e
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angulo de detecgdo fixo em 90 °C. As amostras foram colocadas em cubetas de vidro e lidas

em triplicata a 25 °C.

2.3.2. Microencapsulacao do 6leo sacha inchi

2.3.2.1 Preparo das microcapsulas

Foram avaliadas trés concentracdes de biopolimeros totais OVA e PEC a 1%, 2% e 3%
(m/m) as solucbes de OVA nas respectivas concentragdes foram agitadas por 30 min, a
solugédo de AT foi agitada por 10 min e a solugéo de PEC foi agitada por 24 horas com ajuda
de um agitador magnético (Novatecnica, modelo NT101, Brasil). A quantidade do acido
tanico foi fixada a uma razdo OVA:AT de 1:2. A quantidade de OSI varioude 0,25ga3,0ge
foi emulsionado na solucdo de OVA e AT a 13.000 rpm por 3 min no ultra-turrax (IKA,
T25D Ultra-Turrax, Germany), em seguida a solu¢cdo foi homogeneizada com solucdo de
PEC. As razbes entre o material de parede/nlcleo analisadas foram 2:1, 1:1 e 1:2 e a
proporcao entre os polimeros (OVA/PEC) foi fixada em 4:1.Para promover a coacervagao
complexa, o pH da emulsdo foi ajustado com o uso do acido acético (25% v/v) para 3,5 com
auxilio de um pHmetro de bancada (mPA-210, Tecnopon, Brasil.). O sistema foi imerso em
um banho de gelo por 1 hora para que ocorresse um resfriamento lento e resfriado a 10°C por
24 horas para completa precipitacdo das microcapsulas formadas. Apos 24 horas as amostras
foram centrifugadas (Digicen 21R, Reo Term, Espanha) a 9.000g/10min e o sobrenadante
removido, congeladas no ultra-freezer (Terroni, COLD 120, Brasil) a - 40 °C por 24 horas. A
secagem foi realizada por liofilizagdo (Terroni, Enterprise |, Brasil) durante 24 horas.
Posteriormente, as amostras foram armazenadas em dessecador para realizagédo das demais
analises (Adaptada de MARFIL et al., 2016).
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A metodologia utilizada para a obtencdo das microparticulas por coacervagdo complexa
estd esquematizada no fluxograma da Figura 1.

Solucao de OVA + OSI + AT

¥

Emulsificacao

ultra-turrax 13.000 rpm/3min.

.

Homogenizacio

Solucdo de pectina e solucdo de
ovalbumina no agitador, ajustar o
pH 3,55 com acido acético 25%(v/v).

¥

A amostra devera permanecer em
banho de gelo por 1h e depois

decantando em refrigeracio por
24hrs.

@

Centrifugar9.000 g /10min

¥

Retirar o sobrenadante e deixar por
24hrs no ultra freezer.

¥

Liofilizar por24 hrs.

Figura 1. Fluxograma do processamento de microcapsulas de 0leo sacha inchi (OSI) obtidas

por coacervagdo complexa utilizando os biopolimeros ovalbumina (OVA) e pectina (PEC)
como material de parede.
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2.3.3. Caracterizacdo da microcapsula e do 6leo encapsulado

2.3.3.1. Eficiéncia de encapsulac¢do do 6leo sacha inchi.

A eficiéncia de encapsulacdo (EE%) foi medida em relagdo ao contetdo de 6leo de sacha
inchi contido na microcapsula formada de acordo com a metodologia adaptada de Karaca,
Nickerson e Low (2013) e Vicente et al., (2017) na qual foram pesadas 300 mg de
microcapsula em um tubo falcon (15mL) e adicionadas 2 mL de &gua ultrapura, 2 mL de
Hexano e 5 mL de isopropanol. As microcapsulas foram homogeneizadas na solugdo com
auxilio de vortex e centrifugadas a 8.000 g por 15 min, logo ap6s foi removido o sobrenadante
(fase oleosa) e esse processo é repetido por mais duas vezes com a adigdo de 2 mL de hexano
em cada repeticdo, assegurando completa extracdo do 6leo. Posteriormente colocada na placa
de petri para secagem e evaporacdo do hexano. A massa foi medida gravimetricamente e o
valor de 6leo tedrico (OT%) foi dado pela equagéo (1).

Moil
0T (%) = Ve x100 (1)

onde Mg é a massa de Oleo apés centrifugacdo e M. € a massa da capsula utilizada nesta
analise.
A eficiéncia da encapsulagdo (EE%) é a porcentagem de teor de Oleo carregado

dividido pela percentagem de teor de 0leo teorico, dada pela equacao (2).

% 6leo carregado
% 6leo tedrico

EE(%) = x100 )
2.3.3.2. Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

Os espectros de infravermelho foram obtidos das amostras de ovalbumina, pectina,
acido tanico, 6leo sacha inchi e microcapsulas liofilizadas. As andlises foram realizadas em
temperatura ambiente noespectrdometro Bruker FTIR (vértice 70, Alemanha) usando KBr
(brometo de potassio) e lido na faixa de 4000-500 cm™ (Adaptada de Santos et al., 2017).

2.3.3.3. Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

A anélise de calorimetria diferencial de varredura (DSC) foi realizada utilizando um
calorimetro diferencial de varredura Q200 (TAlnstruments, New Castle, EUA). Padrdo de
indio (In) foi utilizado para calibrar energia e temperatura do equipamento e nitrogénio foi
utilizado como gas de arraste. As amostras liofilizadas (~5 mg), nas quais foram determinadas
0 teor de umidade, foram pesadas em cadinhos de aluminio do tipo hermético com o auxilio

de uma balanca de precisdo Mx5, (Mettler Toledo, Columbus, EUA). As amostras foram
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analisadas durante um intervalo de temperatura de 20 a 200 ° C na taxa de 5 °C/min e um
cadinho vazio e selado foi utilizado conforme realizado por Fareez et al., (2015). A
determinacédo da temperatura de transicdo no pico maximo, bem como a variacdo de entalpia
foram analisados pelo software Universal V4.5A® (TA Instruments, New Castle, EUA). A

temperatura de desnaturacdo (T4) sera definida como o valor maximo do pico.

2.3.3.4. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As microcépsulas liofilizadas foram colocadas sobre uma fita dupla face de carbono e
depois revestidas com uma fina camada de ouro. Caracteristicas morfolégicas das
microcapsulas foram entdo observadas (Zeiss, EVO MA10, Inglaterra) e operado em modo de
elétrons secundarios com a voltagem 15kV e um aumento de 500 a 2000 KX (BAGHERI et
al., 2014).

2.3.3.5. RMN de 'H do 6leo sacha inchi extraido da microcapsula

Os espectros de RMN foram registados num espectrometro Bruker Advance Il
(Billerica, MA, EUA) que opera a 500 MHz para 'H. Os parametros de aquisicio de
experiéncias de RMN 1D empregadas foram: TD (dados do dominio do tempo) = 65536, AQ
(tempo de aquisicdo) = 3,17 s, NS (numero de varreduras) = 16, SW (largura espectral) =
7500 Hz, D1 (atraso de relaxamento entre varreduras/transientes sucessivos) = 1,0 s, LB
(ampliagdo exponencial da linha antes da transformacéo de Fourier) = 0,3 Hz. O o6leo sacha
inchi foi analisadoap6s ter sido extraido da microcapsula, para quantificar o contetdo de
O0mega-3 e observar possiveis compostos formados apds processo de microencapsulacdo do
oleo. As amostras foram solubilizadas em CDCIl; com tetrametilsilano como referéncia. A
mistura foi introduzida em um tubo com um didmetro de 5 mm e os experimentos foram
realizados a 25°C. Os espectros foram processados usando o Programa Bruker TopSpin-NMR
(versdo 3.5) (Adaptado de VICENTE et al., 2015).

2.3.3.6. Analise estatistico
Andlise de dados foi feita pelo teste de Tukey e por analise de variancia (ANOVA)
com p < 0,05 % de significancia, através do programa estatistico SAS® versdo 8.0.Todos 0s

dados serdo realizados em trés repeticdes.
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2.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.4.1. Efeito do pHe razé&o do complexo OVA:PEC.

Os dados apresentados na Figura 2 ilustram a variacdo do potencial zeta nas razdes
(1:1; 1:2; 1:4; 2:1 e 4:1) em pH fixo de 3,5. Foi possivel observar que a razdo 4:1 demonstrou-
se mais préximo de zero (-8,3 mV) quando comparada as outras razdes de 1:4, 1:2, 1:1 e 2:1
que apresentaram potencial zeta na faixa de -20 mV nas razfes 1:4 e 1:2 e -33 mV na razdo
1:1. Em todas as razdes estudadas o potencial zeta foi negativo, a quantidade de proteina ndo
foi suficiente para manter as cargas positivas. Observagdes semelhantes foram feitas por
Kaushik et al., (2015) que avaliou a formacdo do complexo entre isolados de proteina de
linhaca e goma de linhaca em diferentes proporc@es variando del:1 a 15:1 e encontrou melhor
complexacdo na proporcao 3:1 e Devi et al., 2012 que obteve melhores resultados entre 0s
biopolimeros gelatina e alginato na proporcdo 3,5:1. Este resultado demonstra que no
processo de coacervagdo complexa a relacdo proteina-polissacarideo € um fator de extrema
importancia, pois diferentes propor¢des de mistura influenciam no equilibrio de cargas entre
0s biopolimeros, que quando ndo adequadas podem afetar todo sistema de complexacdo e
interacdo entre as moléculas (LIU, CAO, et al., 2009; LIU, LOW, 2009a, 2009b).

-10 41

-15 4

-20 4

Potencial zeta(mV)

-25 4

-30 41

'35 T T T T T
1:4 1:2 1:1 2:1 4:1

Razéo Ova:Pec (v/v)

Figura 2. Potencial zeta em funcéo das diferentes proporgdes de OVA:PEC (1:4, 1:2,1:1, 2:1
e 4:1) no pH 3,5.
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A variacdo do potencial zeta em funcdo do pH (2 a 7) dos biopolimeros
individualmente e do complexo formado na razdo 4:1, sdo apresentadas na Figura 3. A OVA
apresentou carga positiva de 30,6 a 13,4 mV do pH 2 até o pH 4,8, com aumento do pH o
potencial zeta diminuiu para 0,3 + 0,6 mV no pH 4,8 proximo do ponto isoelétrico (pl) da
proteina (~ 4,9), do pH 5 até 7 as cargas da proteina passaram a ser negativas de - 4,1 a - 22,9
mV. O oposto foi observado com a PEC que apresentou somente cargas negativas -7,8 a -39
mV do pH 2 até pH 7. O complexo ovalbumina e pectina na razdo 4:1 apresentaram equlibrio
de cargas elétricas entre os biopolimeros no pH 3,5, indicando ser o pH ideal para formacéo
do complexo. Souza et al. (2015) também observaram isso quando avaliaram os potenciais
zeta de OVA e PEC do pH 1 a 9. Santos et al., (2017) encontram resultados similares onde a
variacdo de cargas da OVA se deu na faixa de 25 a -30 mV, do pH 3,0 a 7,5 respectivamente,

e o pl em torno de 5,1.

40 ~ —e— OVAPEC 4:1
—=— OVA
—A— PEC

Potencial zeta (mV)

-40

pH
-60 -

Figura 3. Potencial zeta em funcdo do pH (2,0 a 7,0) dos biopolimeros isolados ovalbumina
(OVA) e pectina (PEC) e do complexo OVA/PEC na proporcéo 4:1.

OpH ¢ considerada em varios estudos como primordial na formacdo de complexos
coacervados entre proteina e polissacarideos (TURGEON, BEAULIEU, SCHMITT, &
SANCHEZ, 2003; DE KRUIF, WEINBRECK, & DE VRIES, 2004). A turbidez do sistema é
alterada de acordo com a mudanca de pH da solu¢do podendo dimuir ou aumentar, quando a
solucdo de proteina e polissacarideo estiver abaixo do pl da proteina ela apresentara cargas

positivas podendo formar complexos sollUveis e podem formar coacervados quando
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interagirem com polissacarideos carregados negativamente, essas mudangas ocasionam uma
turbidez do sistema (TURGEON, BEAULIEU, SCHMITT, & SANCHEZ, 2003; DE KRUIF,
WEINBRECK, & DE VRIES, 2004). Desta maneira, a turbidez permite acompanhar e
determinar de forma direta a formagédo de complexos coacervados (LIU et al., 2017). Portanto
na curva obtida pela titulacdo turbidimétrica sdo observado trés pontos distintos de transicao
da turbidez (pHy1, pPHmax € pHy2) € o efeito do pH (2,0 a 7,0) sobre a variagdo da turbidez na
razdo 4:1 Figura 4. Durante a acidificacdo, a turbidez do sistema OVA/PEC apresentou um
pequeno aumento no pH 5.08 (pH,y), iniciando a formacgdo dos complexos soluveis devido a
repulsdo eletrostatica. Ocorreu um aumento consideravel da turbidez no pH 3,5 (pPHmax),
indicando que as forcas eletrostaticas promoveram a formacdo de complexos insollveis
(coacervados) entre a proteina e o polissacarideo. Com uma reducao consideravel do pH para
2,0 (pHy2) a turbidez do sistema comega a diminuir demonstrando dessociagdo entre os
complexos, tornando-se mais insoluveis, este fenémeno pode ser atribuido a adi¢éo de cido a
solucdo que contribui para protonacdo dos grupos carboxilicos (-CO,” — —CO;H)
enfraquecendo a interacdo eletrostatica (McCLEMENTS., 2015; XIONG et al.,
2017).Resultados similares foram igualmente observados em sistemas onde OVA interagiu
com outros polissacarideos aniénicos como carboximetilcelulose (CMC) e goma ardbica
(TRABELSI et al., 2014; NIU, et al., 2015; SOUZA E GARCIA-ROJAS, 2015; XIONG et
al., 2017).

100 - %T

7 5 4 1 3 2 :

pH
Figura 4. Variacdo da turbidez em funcdo do pH (2,0 a 7,0) do sistema OVA:PEC na razdo
4:1 e os pontos distintos de transi¢éo da turbidez (pHy1, PHmax € pHy2).
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2.4.2. Titulagéo turbidimétrica e Tamanho de particula do sistema OVA/AT.

A fim de confirmar a interacdo proteina e composto fenélico, foi realizada umacurva
de variacdo da turbidez em funcdo das razdes (1:1, 1:2, 1:4, 2:1 e 4:1) através da titulacdo
turbidimétrica estudadas no pH 5,5 + 0,6. A raz8o de 1:2 destacou-se por apresentar maior
turbidez, quando comparadas as outras razdes Figura 5. Para que haja numero suficientes de
ligacdo que assegure a estabilidade da combinacdo € necessario o dobro de &cido tanico
comparado a proteina. De acordo com ANVARI, M. &CHUNG D., 2016 a ligacdo da
proteina e acido tanico esta relacionada ao maior grau de ligacdo do hidrogénio com grupos

amino ou hidroxilo das moléculas, justificando a interagdo entre os biopolimeros.

80 1~

60 -

40 4

100-%T

20 4

1:4 1:2 1:1 2:1 4:1
Razao OVA:AT (viv)

Figura 5. Curva de variagdo da turbidez em funcdo das razdes (1:1, 1:2, 1:4, 2:1 e 4:1) de
ovalbumina (OVA) e &cido tanico (AT), no pH 5,5 £ 0,6.

A distribuicdo de tamanho de particula de Ovalbumina e é&cido tanico foram
observados por DLS (Espagamento dinamico de luz) para explicar as interacOes entre 0s
biopolimeros ovalbumina e &cido tanico como mostrado na Figura 6. O tanino apresenta em
sua estrutura grupos hidroxilos e carboxilicos, responsaveis por formar fortes interacdes com
proteinas e outras macromoléculas (KROLL, RAWEL & ROHN, 2003). Os perfis de
intensidade em funcdo do tamanho (d.nm) das solugbes de Ova e AT (0,1%, m / m) bem
como a solucdo do complexo (0,1% m/m) na proporcdo 1:2 no pH 6,5 foram estudadas. Na

Figura 6 (a) € possivel observar que a Ova apresentou trés tamanhos distintos, um de maior
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intensidade (50% + 2,1) com tamanho de 7,2 + 0,6 d.nm, 0 segundo com uma intensidade
média (38,5% %) e com tamanho de 340 + 45 d.nm e um terceiro com baixa intensidade (8,7%
+ 2,3) e de menor tamanho com 55 = 32 d.nm, observou-se que os valores de Pdl foram
relativamente baixos aproximadamente 0,4. O segundo e o terceiro pico demonstraram uma
auto agregacao da proteina neste pH ou ainda possiveis impurezas contidas na solucéo, ja no
primeiro pico observa-se o tamanho médio da particula de 7,2 £ 0,6 d.nm correspondente ao
tamanho de ovalbumina nativa ndo agregada (ERICKSON, 2009; SPONTON, PEREZ,
CARRARA, & SANTIAGO, 2015). Na Figura 6 (b) quando a ovalbumina foi combinada
com 4cido tanico obteve-se um tamanho médio de 190,33 + 10,59 d.nm, valor muito maior do
que o encontrado no tamanho de particula da ovalbumina isolada, como baixos valores de Pdl
aproximadamente 0,2. A interacdo entre os biopolimeros nas condicBGes estudadas foi
confirmada e contribuiu para que a proteina pudesse desempenhar um novo papel na
formacdo dos complexos e o composto fendlico ligasse ao interior ou superficie da proteina
agregando valor ao complexo estudado (LIU et al., 2017).

14 - 14 -
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Figura 6. Tamanho de particula (d.nm) em pH 6,5 da Ova (a) e complexo OVA/AT (b) na
razdo 1:2.

2.4.3. Caracterizacdo da microcapsula

2.4.3.1. Eficiéncia de encapsulacéo do 6leo sacha inchi

Foram realizados nove tratamentos durante a elaboracdo das microcépsulas por
coacervagdo complexa, na qual foram avaliadas diferentes concentragdes 1%, 2% e 3% e
razbes 2:1, 1:1 e 1:2, para escolha de um sistema com maior eficiéncia de encapsulacéo
(EE%). O teor de 6leo encapsulado (%), teor de 0Oleo tedrico (%) e eficiéncia de encapsulacao

(%) foram demonstrados na Tabela 1.
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Verifica-se que houve uma diferenca significativa entre os tratamentos, o que indica
que diferentes concentracdes e proporcdes de material de parede e nucleo, interferiram no
rendimento do 6leo encapsulado. Os valores de eficiéncia obtidos sdo considerados altos em
torno de 71 a 78 % indicando que a metodologia escolhida esta adequada para o objetivo
proposto, outros estudos encontraram resultados similares como Comunian et al., (2016) que
microencapsulou Oleo de echium por coacervagdo complexa e encontrou valores de
rendimento em torno de 79 a 99 %, Kaushik et al., (2016) que microencapsulou éleo de
linhaca por coacervacdo complexa e submeteu as microcapsulas a secagem por freeze dried e
spray dried, encontrando um rendimento em torno de 58 a 67 % e 73 a 87 % respectivamente.
Os maiores valores de EE (%) foram obtidos na proporcdo nucleo/parede de 2:1 (76,7 a
78,1%) e 1:1 (71,1 a 76,1%) significativamente iguais e concentracao de biopolimeros de 1%
até 3% significativamente diferentes. Os resultados demonstram que maior quantidade de 6leo
em relacdo ao material de parede ndo melhora a eficiéncia de encapsulacdo e ndo apresenta
diferenca significativa (p<5%), indicando que diferentes concentra¢Bes de polimeros totais e
proporcao ndcleo/material de parede nao interferem na eficiéncia do 6leo encapsulado. Sendo
assim, os resultados encontrados por Rutz et al., (2016 e 2017) que microencapsularam 6leo
de palma empregando o0s biopolimeros quitosana/tripolifosfato de sédio e
quitosana/carboximetilcelulose e quitosana/xantana e quitosana/pectina respectivamente,
encontraram a melhor propor¢do nucleo/parede de 1:1, confirmando o resultado encontrado
neste estudo. Resultados equivalentes, como Yang et al., (2014) que microencapsularam 6leo
de baunilha com quitosana/goma arabica por coacervagdo complexa e obtiveram uma maior
eficiéncia de encapsulamento na razdo nucleo/parede 2:1 com 94,2% enguanto na razédo 4:1
obteve 62,4%, sugerindo que o aumento do 6leo em relacdo ao material de parede nao
aumenta a eficiéncia de encapsulagdo, como o observado neste trabalho.

Sendo assim, o tratamento escolhido para realizar as demais analises foi 0 experimento
E4 representado na (Tabela 1) com maior eficiéncia de encapsula¢édo 78,1% * 7,4 na razdo
2:1.
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Tabela 1. Varidveis e niveis utilizados no planejamento experimental da microencapsulacdo do 6leo sacha inchi utilizando os biopolimeros

ovalbumina (OVA), pectina (PEC) e acido tanico (AT). A razdo ovalbumina e acido tanico foi fixada em 1:2.

Peso do material da parede (g) Razio Teor de
Experimentos  Material d Total nicleo/ Acido Teor de 6leo éleo EE(%)
P aterial co OVA(g) |PEC(g) ota Tanico (g) encapsulado(%)  teorico °
nucleo (g) (g) Parede ;
(%)

ab

E1l 1 04 01 0,5 2:1 0,8 316+15° 433 72,9+3,6
b ab

E2 05 0,4 01 05 1:1 08 19,7+0,5 277 711418
¢ b

E3 0,25 0,4 0,1 05 1:2 0,8 10,1+0,9 161 627462
a a

E4 2 0,8 0,2 1 2:1 1,6 33,9+3,2 434 781+74
b ab

E5 1 0.8 02 1 1:1 16 211428 217 76.1+101
d d

E6 0,5 0,8 0,2 1 1:2 1,6 35+0,5 161 21,7+34
a ab

E7 3 12 03 15 2:1 24 333£21 434 76,7450
b ab

E8 1,5 1,2 0,3 15 11 2,4 202+1,0 277 72,9+36
cd c

E9 0,75 1,2 03 1,5 1:2 2.4 70£05 16,0 43,7 +3,4

As analises foram realizadas com trés repetigdes.As letras iguais na mesma coluna nao diferem significativamente pelo teste de Tukey com uma
probabilidade de 5%.
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2.4.3.2. Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

Os espectros de FTIR da OVA, PEC, AT, OSI e da microcapsula (proporcao
material de parede/nucleo 2:1), na regido de comprimento de onda selecionada (4000 a
500 cm™) sdo apresentados na Figura 7 e 8. As bandas de amida I (1637 cm™), amida Il
(1533 cm 1)e amida 111 (1392 cm ™), caracteristicas de proteinas, foram identificadas no
espectro da ovalbumina, o mesmo foi observado por Milleret al., 2013. O espectro da
OVA revelou a presenca dos grupos funcionais de O-H e N-H caracteristico, e um
estiramento do grupo amino préximo a faixa de 3286 cm™. No espectro da pectina, as
principais bandas estao relacionadas ao estiramento OH na regido entre 3400 e 2500 cm’
' & deformacdo axial CH por volta de 2922 cm™ e & carbonila esterificada (C=0) em
1734 cm™. Também é observada uma banda em 1601 relacionada ao i6n de carboxilato
(COO-) (CHANG et al., 2017). No caso dos fenois as absor¢Ges mais caracteristicas sao
as associadas aos estiramentos das ligacbes O-H e C-O. A banda de absorcéo
caracteristica ao estiramento da ligacdo C-O de fendis na faixa de 1250-1000 cm™,
mostrou-se presente na regido 1041 cm™ como encontrado na literatura de BARBOSA
etal., 2007 e SANTOS et al., et al 2016. As bandas 900 a 650 cm "(C-H) caracteristicas

do sistema aromatico foram identificadas no espectro do AT Figura
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Figura 7. Espectro obtido por FTIR dos biopolimeros Ovalbumina (OVA), Pectina
(PEC) e acido tanico (AT) na figura (A) e do 6leo sacha inchi (OSI) e da microcapsula
carregada com o 6leo na figura (B).

A interacdo entre o grupo amino (NH;) da OVA e o grupo carboxilico (COO-)
da PEC foi confirmada pela banda na regido entre 1600-1500 cm™ e na regido 1024 cm’
! respectivamente, presente no espectro da microcapsula. Além disso, a microcapsula

carregada com OSI apresentou as bandas caracteristicas do 6leo em 3014 cm™ resultante
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da vibragdo de estiramento das ligagOes duplas de C-H, indicando a sua riqueza de
grupos acil poli-insaturados (GUILLEN, M.D., & N. CABO, 1997). As duas bandas
resultantes das vibragdes de estiramento assimétricas e simétricas de metileno aparecem
em 2922 e 2839 cm™, respectivamente. A banda referente aos valores tipicos de ondas
de absorcdo do éster aparece em 1743 cm™ (C=0), caracteristico dos 6leos com alto
grau de insaturacdo e a banda associada a vibracdo de estiramento dos grupos éster C-O
aparecem em 1166 cm™ (C-O), confirmando a presenca do 6leo e formacdo da
microcapsula Figura 7. Valores similares foram encontrados por Guillén et al., (2003) e
Vicente et al., (2017).

2.4.3.3. Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

A Figura 8 (A) apresenta os termogramas da ovalbumina, pectina,acido tanico
isolados e da microcapsula carregadas com o 6leo sacha inchi e a Figura 8 (B) a
microcapsula do 6leo sacha inchi.

Na ovalbumina foi observado um pico a 80,5°C, este representa a temperatura de
desnaturacdo (Td), o mesmo foi reportado por Matsudomi et al., 2001. Na pectina o
pico foi observado a 164,73°C, representando sua T4 assim como foi reportado por
lonashiro, 2005. O pico endotérmico da pectina em 164,73°C é um evento
caracteristico da desidratacdo (lonashiro, 2005). N&o foram observados picos
exotérmicos em nenhuma amostra analisada, correspondentes a reacfes de degradacéo,
oxidagédo e formacéo de estrutura cristalina(Rampino et al., 2016 e Rutz et al., 2016).
No termograma do 4cido tanico foi observado um pico a 138,84°C.

O termograma da microcapsula composta por ovalbumina-pectina-acido tanico
(material de parede) e 6leo sacha inchi (nicleo) demonstraram um pico endotérmico em
135,03°C, mais alto do que o pico encontrado na ovalbumina sozinha, sugerindo a
protecdo do material do nucleo pelo material de parede a uma temperatura relativamente
mais alta. Coronel-Aguilera e San Martin-Gonzalez, 2015 sugere que o encapsulamento

adequado protege compostos sensiveis contra a degradacdo térmica.
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Figura 8. Termograma gerado pela andlise de DSC das amostras de ovalbumina
(OVA), pectina (PEC), &cido tanico (AT) e microcapsula (OVA-PEC-AT-OSI) na

figura (A) e microcapsula carregada com 6leo sacha inchi isoladas na figura (B).

2.4.3.4. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Foram obtidas imagens dos biopolimeros desidratados individuais e da
microcapsula composta por Ova-Pec-AT-OSI proporcdo material de parede/nucleo 4:1 e
pH 3,5 Figura 9. Sdo observadas na figura a natureza globular da ovalbumina (A) e
grupamentos desiguais, plano e compacto da pectina (B), a microcapsula (C) apresenta
uma agregacdo uniforme e forma aglomerada em funcdo da natureza dos polimeros
utilizados (SANTOS et al., 2016).
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Figura 9. MEV dos biopolimeros (A) OVA, (B) PEC e (C) microcapsula (OVA-PEC-
AT-0S]I).

2.4.3.5. RMN de 'H do 6leo sacha inchi

O espectro de RMN de 'H representado na Figura 10 demonstrou que a
microencapsulacdo ndo afetou o perfil do 6leo encapsulado. No espectro foi possivel
identificar sinais tipicos dos 0Oleos vegetais de acordo com a faixa de deslocamento
quimico dos prétons, o (0) correspondente ao terminal do grupo metil, (y)
correspondente ao proton de metileno, presente em todos 0s 6leos vegetais comestiveis,
(B e a) posi¢do do carbonilo, (8) prétons alilicos, () protons duplamente alilicos do
O0mega-3 e Omega-6, os protons metilicos da unidade de glicerol e (g) dieno
conjugadosprétons de dupla ligacdo, todos esses compostos foram igualmente

identificados por Vicente et al., 2017.
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Figura 10. Espectro de RMN *H do 6leo sacha inchi extraido da microcépsula de

ovalbumina, &cido tanico e pectina.

Na Tabela 2 foram detalhados os compostos insaturados do 6leo sacha inchi

através da técnica de RMN de "H. Ap6s o processo de microencapsulagéo o 6leo sacha

inchi ndo apresentou produtos derivados de degradacdo oxidativa. Este resultado baseia-

se no estudo realizado por Vicente et al., (2017) que identificou compostos oxidados do

6leo sacha inchi, tais como hidroperéxidos e aldeidos, compostos toxicos responsaveis

por afetar as caracteristicas sensoriais do 6leo (MICI et al., 2015).

Tabela 2. Porcentagem da intensidade do sinal de compostos presentes no 6leo sacha

inchi obtidos por RMN de *H, extraido da microcapsula de ovalbumina 4cido tanico e

pectina.

Grupo funcional

Deslocamento %

quimico (ppm) Compostos
¢ Dieno conjugado (protons de dupla ligacdo) 5,32-5,36 20,2
Grupos de glicerol (sn2) 5,240 0,7
Grupos de glicerol (posicéo 1,3) 4,10-4,28 9,1
Hidrogénio duplamente alilico ®-3 2,74 47
Hidrogénio duplamente alilico ©-6 2,70 2,9
Posicao a 2,23-2,34 10,9
Protons alilicos (duplas ligacdes) 1,97-2,17 14,8
Posicéo 1,580 3,0
Protons de metileno 1,13-1,31 145
CHjs (grupo acil) 0,81-0,93 19,2
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Entre os compostos insaturados encontrados no 6leo o (¢) dieno conjugado
(prétons de dupla ligacdo) foi o que apresentou maior sinal de intensidade no espectro
cerca de 20, 2% da altura total (deslocamento quimico a 6y 5,32-5,36 ppm) e 0S grupos
de glicerol em menor porcentagem com 0,7% (64 5,240 ppm), 0 6mega-3 e 6 com 4,7%
(61 2,74 ppm) e 2,9% (o4 2,70 ppm) respectivamente.

2.5. CONCLUSAO

O o6leo de sacha inchi pode ser encapsulado usando o0s biopolimeros
OVA/PEC/AT como materiais de parede através da tecnica de coacervagdo complexa,
com uma alta eficiéncia de encapsulacdo de 78,1% e as analises de FTIR e MEV
puderam confirmar essa interacdo. Aovalbumina quando combinada com o &cido tanico
apresentou um tamanho maior do que a proteina isolada, confirmando uma interagdo
entre os biopolimeros, sugerindoque o acido tanico contribuiu para que proteina pudesse
desempenhar um novo papel na formacdo dos complexos, no entanto no processo de
encapsulacdo sdo necessarios maiores estudos, melhorando sua aplicagdo. O DSC
sugeriu que o material de parede protegeu o material encapsulado, uma vez que néo
houve degradacéo térmica. De acordo com a analise no RMN coacervagdo complexa e
secagem por liofilizacdo ndo afetam a composicdo do Oleo de Sacha Inchi, apds
encapsulacdo. Esse estudo contribuiu para futuras aplicacbes dos complexos
coacervados de OVA/PEC/AT como material encapsulante de compostos bioativos,

com grande potencial na industria de alimentos.
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CAPITULO II1I - Microencapsulacéo do 6leo sacha usando complexo
coacervado de ovalbumina-alginato: Formacéo, caracterizacao
estrutural e digestibilidade in vitro.
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RESUMO

O oleo sacha inchi possui uma porcentagem elevada de acidos graxos insaturados
essenciais, associados a diversos beneficios a satde. No entanto € suscetivel a oxidacao
0 que pode resultar na perda dos compostos bioativos presente no éleo. O objetivo deste
trabalho foi estudar a interacdo eletrostatica do complexo ovalbumina-alginato de sodio,
encapsular o 6leo de sacha inchi através da técnica de coacervacdo complexa e avaliar o
perfil de liberacdo do dmega durante a simulacdo gastrica em microcapsulas reticuladas
com CaCl,. Foram avaliados a influéncia do pH (2,0 a 7,0) e as propor¢des de
ovalbumina-alginato (1:1, 1:2, 1:4, 2:1 e 4:1), na concentracdo fixa de biopolimeros
totais (0,1% m/m), e a melhor raz&o nucleo/parede (1:1, 1:2 e 2:1) e as concentracdes
dos polimeros totais (1%, 2% e 3%). A simulacdo gastrica durou 120 min e o contedo
de dmega-3 foi analisado através da ressonancia magnética nuclear. Foi determinada a
eficiéncia de encapsulacdo e as microcapsulas foram caracterizadas estruturalmente e
termicamente. A interacdo entre ovalbumina e alginato de sodio foi confirmada em pH
3,8 e melhor razdo entre os biopolimeros foi 4:1. A melhor eficiéncia de encapsulacdo
foi de 94,1% e a melhor proporcdo de nucleo/parede e a concentracdo de polimeros
totais foi de 1:1 e 3% respectivamente. As microcapsulas demonstraram resisténcia
quando submetidas a altas temperaturas 189,86 °C e o conteldo de 6mega-3 apresentou-
se estavel durante toda simulagdo gastrica, com liberagdo de apenas 14,6% do émega-3
no estdbmago.Esses resultados forneceram informacdes relevantes sobre a utilizagédo de
novos biopolimeroscomo agentes encapsulantes pela técnica de coacervagdo complexa.

Palavras chave: lipideos bioativos, dmega-3, biopolimeros, eficiéncia de encapsulacao

e simulacdo gastrica.
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3.1. INTRODUCAO

Uma grande variedade de ingredientes ativos sdo empregados pela industria de
alimentos, entre eles os flavorizantes, corantes, minerais, nutracéuticos, vitaminas,
antimicrobianos, antioxidantes e conservantes (CHEN et al., 2006, UBBINK E
KRUGER 2006). Estdo incluidos na categoria de ingredientes bioativos 0s compostos
lipofilicos como 6mega-3 que apresentam propriedades nutraceuticas (McCLEMENTS
et al., 2015) e estdo associados a diversos beneficios para a saide como, prevencéo de
doencas coronérias, diabetes, hipertensdo, entre outras (POOLE et al., 2013; LAVIE et
al., 2009). O oleo sacha inchi se inclui na categoria dos compostos bioativos pois
apresenta em sua estrutura 0s acidos graxos insaturados essenciais, principalmente o
acido linolénico (®-3), associado a beneficios para saude (CHIRINOS et al., 2013; NIU,
LI, CHEN & XU, 2014).

A microencapsulacdo se tornou uma alternativa para diminuir as limitagoes
como fatores extrinsicos que comprometem a estabilidade desses compostos. Entre as
técnicas de encapsulacdo esta a técnica de coacervacdo complexa que acontece por meio
de interacdes eletrostaticas em que os polimeros apresentam ions de cargas opostas,
frequentemente utilizada devido a simplicidade do processo e baixo custo (THIES,
2007; TANEJA & SINGH, 2012). Na microencapsulagdo a associagdo da proteina e
polissacarideo é diversamente empregada como matérias de parede e tem-se obtido
otimos resultados na eficiéncia de encapsulacdo, neste estudo os biopolimeros
empregados foram a ovalbumina e o alginato. A ovalbumina é uma fosfoglicoproteina e
apresenta predominancia na fracdo protéica da clara de ovo, sendo esta a responsavel
pelas propriedades funcionais como capacidade emulsificante e espumante
(SGARBIERI, 1996) recentes estudos empregaram a ovalbumina na formacdo de
complexos coacervados (SOUZA e ROJAS, 2015; SANTOS M. B., COSTA A R,
GARCIA-ROJAS E. E., 2017) e como matérias de parede na produgdo de nano
particulas (SPONTON, et al., 2015;SPONTON et al., 2017). Na tecnologia de alimentos
tem sido muito empregada, pois apresenta propriedades emulsificantes e estabilizadoras
de espuma (SIM e NAKAL, 1994).

O alginato ¢ um polissacarideo anidnico composto por a-L-gulurénico (G) e
acido B-D-manurdnico (M), é hidrofilico obtido de plantas marinhas amplamente
empregadas na inddstria farmacéutica e alimenticia, apresenta propriedades gelificantes
e biocompatibilidade (MOBUS, SIEPMANN, e BODMEIER, 2012; PAMIES et al,
2010; MATALANIS et al., 2011). Recentemente estudos utilizaram o alginato de sodio

71



na formagdo do complexo coacervado (RAZZAK, M. A., KIM, M., e CHUNG, D.,
2016), como material de parede para microencapsular 6leo essencial (WANG et al.,
2016) e como revestimento de lipossomas com base na interacdo eletrostatica entre
polissacarideos carregados em um determinado pH (LIU et al., 2016). Além disso,
microparticulas a base de alginato s6dio apresentam capacidade transportadora de
compostos bioativos e na presenca de CaCl, as microparticulas apresentaram uma
estrutura ainda mais fortalecida e resistente a condigdes gastricas (BAGHERI et al.,
2014).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influenciados
polissacarideos na formacdo do complexo coacervado entre ovalbumina e alginato de
sodio, microencapsular o 6leo sacha inchi por coacervacdo complexa empregando 0s
biopolimeros ovalbumina e alginato de sédio como matérias de parede. Além de
caracterizar estruturalmente e termicamente as capsulas obtidas e analisar o perfil de

liberacdo do 6mega-3 em condigdes gastricas.

3.2. MATERIAIS E METODOS

3.2.1. Materiais

Oleo Sacha Inchi (OSI) (Plukenetia volubilis L.) foi comprado no mercado local em
Lima, Perd. Ovalbumina (OVA, pureza 66 a 88%), alginato de sodio (15-25 cP 1% em
H.,0) e cloreto de célcio (CaCl,) foram obtidos da empresa Sigma-Aldrich® (St. Louis —
USA). A pepsina (1:1000 atividade proteolitica) foi obtida da empresa Proquimios (Rio
de Janeiro, RJ, Brasil). Foi utilizado cloroférmio (CDCI3, 99%) como solvente para
analise de RMN. O HCI e os reagentes utilizados foram de grau P.A obtidos da
VETEC® Ltda (Rio de janeiro, Brasil). Para realizacdo dos experimentos e preparo das
solucdes foi utilizada agua ultrapura com condutividade de 0,05 uS/cm (Gehaka,
Master-P&D, Brasil).

3.3. METODOLOGIA

3.3.1 Formacéao dos complexos coacervados entre Ovalbumina/Alginato

3.3.1.1 Preparo das amostras
As concentracdes de OVA e AL foram fixadas em 0,1% m/m, ambas solucdes

foram agitadas com auxilio de um agitador magnético (Novatecnica, modelo NT101,
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Brasil) por 30 minutos e 24 horas respectivamente.Foram estudadas cinco razdes da
solucdo OVA/AL (1:1; 1:2; 1:4; 2:1 e 4:1), a fim de avaliar a influéncia das razbes na
formagdo dos complexos através da turbidez e do pHe posteriormente medir o potencial
zeta (Adaptada de SOUZA e ROJAS et. al., 2015 e DIARRASSOUBA et al., 2015).

3.3.1.2. Titulacéo Turbidimétrica

A solucdo contendo a definida razdo de OVA:AL, terd seu pH ajustado de (2 a
7) com HCI e NaOH, com auxilio de um agitador magnético (NT101, Novatecnica,
Brasil). O pH das solugfes foi monitorado com o auxilio de um pHmetro de bancada
(mPA-210, Tecnopon, Brasil). E uma aliquota de 2 mL foi retirada para afericdo do
valor de turbidez em uma cubeta de quartzo, com um auxilio de espectrofotometro
(Libra S12, Biochrom, Inglaterra) em um comprimento de onda de 400 nm, calibrado
com &gua ultrapura para 100% de transmitancia (T) e a turbidez (t) definida como
1=100-%T. Todas as titulacbes foram realizadas a temperatura ambiente
(aproximadamente 25°C) com trés replicatas, sendo o intervalo entre as afericdes de
aproximadamente 1 minuto (Adaptado de SOUZA e ROJAS, 2015).

3.3.1.3. Potencial {

Através do equipamento Zetasizer Nano-ZS (Malvern Instruments, Worcestershire,
UK), foram analisados o potencial { da ovalbumina, alginato e das razdes estudadas. As
amostras (10 mL) a 0,1% (m/m) foram colocadas no titulador (Malvern Instruments, MPT-
2, Reino Unido). O pH das soluces foi ajustado com o auxilio de 0,5 mol/L de HCI, 0,25
mol/L de NaOH e 0,025 mol/L de NaOH e as analises foram conduzidas em funcdo do pH
(2,0-7,0), no intervalo de 0,5 + 0,1. O Potencial- { foi calculado com base no modelo
matematico de Smoluschwsky com uma precisdo de £ 2 mV e cada amostra foi lida em
triplicata a 25 °C (SANTOS et al., 2017).

3.3.2. Microencapsulacao do 6leo sacha inchi

3.3.2.1 Preparo das microcapsulas

A metodologia utilizada para a obtencdo das microparticulas por coacervacédo
complexa esta esquematizada na Figura 1. Foram avaliadas trés concentracfes de
biopolimeros totais OVA e AL a 1%, 2% e 3% (m/m) as solu¢cdes de OVA nas
respectivas concentracbes foram agitadas por 30 min com ajuda de um agitador

magnético (Novatecnica, modelo NT101, Brasil), em seguida foi tratada em banho de
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agua aquecida a 85°C por 5 min e posteriormente resfriada em banho de gelo por 30
min. A quantidade de OSI variou de 0,25 g a 3,0 g e foi emulsionado junto com a
solucdo deOVA a 13.000 rpm/3min no ultra-turrax (IKA, T25D Ultra-Turrax,
Germany), em seguida a solucdo foi homogeneizada com solugcdo de AL. As razdes
entre 0 material de parede/nlcleo analisadas foram 2:1, 1:1 e 1:2 e a propor¢éo entre 0s
polimeros (OVA/AL) foi fixada em 4:1.Para promover a coacervacao complexa, o pH
da emulséo foi ajustado com o uso do acido acetico (25%) para 3,8 com auxilio de um
pHmetro de bancada (mPA-210, Tecnopon, Brasil.). O sistema foi imerso em um banho
de gelo por 1 hora para que ocorresse um resfriamento lento e resfriado a 10°C por 24

horas para completa precipitacdo das microcapsulas formadas.

Aquecimento
a 85°C/S min e

H N resfriamento -
omogeneizagao por 30 min Emuls3ao O/A

OVA por 30 min 13.000 rpm/3 min

= =000 0 e

_-—'j—a osl
> > pq J ~OVA
Adicdode ALa Reticulacao
1% e ajuste do Microcapsula Adicdo de CaCl,
pH

(D
N >
- OcFo

EIe

Figura 1. Esquema do processo de microencapsulagdo do OSI obtidas por coacervagao
complexa através dos biopolimeros OVA e AL (Adaptado de Comunian e Favaro-
Trindade, 2016).

Apoés as 24 horas, as amostras foram centrifugadas a 7.000g por 15 min, o
sobrenadante foi retirado e adicionado 25 mL de CaCl,de uma solugéo com (30 mg/mL)
e agitado (70 rpm) no shaker (Tecnal, modelo TE-424, Brasil) a 25 ° C durante 15 min,
em seguida centrifugado (Digicen 21R, Reo Term, Espanha)a 1000g por 5 min e 0
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sobrenadante novamente removido, as amostras com os precipitados foram congeladas
no ultra-freezer (Terroni, COLD 120, Brasil) a - 40 °C por 24 horas. A secagem foi
realizada por liofilizacdo (Terroni, Enterprise I, Brasil) durante 24 horas (Adaptado de
MARFIL et al., 2016 e SPONTON et al., 2016; MOEBUS, K., SIEPMANN, J., e
BODMEIER, R., 2012). Posteriormente, as amostras foram armazenadas em dessecador

para realizacdo das demais analises.

3.3.3. Caracterizacdo do 6leo sacha Inchi encapsulado e da microcipsula OVA/AL

3.3.3.1 Eficiéncia de encapsulacdo do dleo sacha inchi.

A eficiéncia de encapsulacdo (EE%) foi medida em relacdo ao contetdo de 6leo de
sacha inchi contido na microcapsula formada de acordo com Karaca, Nickerson e Low
(2013) e Vicente et al., (2017), na qual foram pesadas 300 mg de microcapsula em um
tubo falcon (15mL) e adicionadas 2 mL de agua ultrapura, 2 mL de Hexano e 5 mL de
isopropanol. As microcapsulas foram homogeneizadas na solu¢cdo com auxilio de vortex
e centrifugadas a 8.000 g por 15 min, em seguida foi removido a fase que contem o dleo
(esse processo é repetido por mais duas vezes com a adi¢do de 2 mL de hexano em cada
repeticdo, assegurando completa extracdo do 6leo) e posteriormente colocada na placa
de petri para secagem e evaporacdo do hexano. A massa foi medida gravimetricamente
e o valor de 6leo tedrico (OT%) foi dado pela equagdo (1).

Moil (1)

0T (%) = Ve x100

onde My é a massa de 6leo apos centrifugacdo e M. é a massa da capsula utilizada
nesta analise.

A eficiéncia da encapsulacdo (EE%) ¢é a porcentagem de teor de 6leo carregado
dividido pela percentagem de teor de 6leo tedrico, dada pela equacdo (2).

% 6leo carregado
Z T2 2100 )
% 6leo tedrico

EE(%) =

3.3.3.2. Rendimento do 6mega 3 apos encapsulagao
O rendimento foi determinado pela diferenca na porcentagem inicial de dmega-3
(% inicial ®-3) presente no 6leo sacha inchi conforme obtido comercialmente e a

porcentagem (% final de Gmega-3) contida no 6leo sacha inchi apds o processamento de
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encapsulacdo, foi calculada pela Eq.(3). Para se obter estes valores encontrados, as
amostras foram analisadas através do RMN de *H (Adaptado de VICENTE et al., 2015).

EE(%) — % Inicial de ®—3-% Final de o—3 %100 (3)

% Inicial de w—3

3.3.3.3. Espectro de RMN de *H do OSI extraido e microencapsulado.

Os espectros de RMN foram registados num espectrometro Bruker Advance 111
(Billerica, MA, EUA) que opera a 500 MHz para ‘H. Os parametros de aquisicdo de
experiéncias de RMN 1D empregadas foram: TD (dados do dominio do tempo) =
65536, AQ (tempo de aquisi¢do) = 3,17 s, NS (nimero de varreduras) = 16, SW (largura
espectral) = 7500 Hz, D1 (atraso de relaxamento entre varreduras/transientes
sucessivos) = 1,0 s, LB (ampliacdo exponencial da linha antes da transformacdo de
Fourier) = 0,3 Hz. Foram analisadas por RMN de 'H os contetidos de 6mega-3 assim
como 0s possiveis compostos formados apds a simulacdo gastrica do OSI e da
microcapsula OVA-AL individualmente. As amostras foram solubilizadas em CDClI;
com tetrametilsilano como referéncia. A mistura foi introduzida em um tubo com um
didmetro de 5 mm e os experimentos foram realizados a 25°C. (Adaptado de VICENTE
et al., 2015). Os espectros foram processados usando o Programa Bruker TopSpin-NMR

(versédo 3.5).

3.3.3.4. Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

Os espectros de infravermelho foram obtidos das amostras de ovalbumina,
alginato, oleo sacha inchi e microcépsulas liofilizadas. As anélises foram realizadas em
temperatura ambiente noespectrometro Bruker FTIR (vértice 70, Alemanha)usando KBr
(brometo de potassio) e lido na faixa de 4000-500 cm™ (Adaptado de SANTOS et al.,
2017).

3.3.3.5. Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

A andlise de calorimetria diferencial de varredura (DSC) foi realizada utilizando
um calorimetro diferencial de varredura Q200 (TAlnstruments, New Castle, EUA).
Padrdo de indio (In) foi utilizado para calibrar energia e temperatura do equipamento e
nitrogénio foi utilizado como gas de arraste. As amostras liofilizadas (~5 mg), nas quais
foram determinadas o teor de umidade, foram pesadas em cadinhos de aluminio do tipo
hermético com o auxilio de uma balanca de precisdo Mx5, (Mettler Toledo, Columbus,

EUA). As amostras foram analisadas durante um intervalo de temperatura de 20 a 200 °
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C na taxa de 5 °C/min e um cadinho vazio e selado foi utilizado conforme realizado por
Fareez, et al., (2015). A determinacdo da temperatura de transi¢cdo no pico maximo, bem
como a variacdo de entalpia foram analisados pelo software Universal V 4.5 A® (TA
Instruments, New Castle, EUA). A temperatura de desnaturacdo (Tg) sera definida como

o valor maximo do pico.

3.3.3.6. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As microcépsulas liofilizadas foram colocadas sobre uma fita dupla face de
carbono e depois revestidas com uma fina camada de ouro. Caracteristicas morfoldgicas
das microcapsulas foram entdo observadas (Zeiss, EVO MA10, Inglaterra) e operado

em modo de elétrons secundarios com a voltagem 15 kV(BAGHERI et al., 2014).

3.3.4. Liberac&o gastrica in vitro do Omega -3

3.3.4.1 Preparo do suco gastrico

O Suco gastrico (SG) foi equivalentemente preparado adicionando na mistura
NaCl(1g) e HCI (4mL a 32%) dissolvidos em um baldo volumétrico de 400 ml com
agua ultrapura. Entdo, foi adicionada na mistura a pepsina (1,6g) e agitado até sua total
dissolucdo. Com a adicéo de HCI 1,0 M ou NaOH 1,0 M o pH foi ajustado para 2,0 e 0
volume final foi corrigido para 500 mL (TIMILSENA et al., 2017).

3.3.4.2. Simulagéo gastrica in vitro da microcapsula de OVA/AL/OSI

Para analise experimental o sistema foi composto por um baldo volumétrico com
cinco bocas de 500 mL em um banho de &gua aquecido, o pH monitorado de 2,0 + 1
(pHmetro mPA-210, Tecnopon, Brasil), um termdmetro controlando a temperatura a
37° e a solucdo em agitacdo (Novatecnica, modelo NT101, Brasil) constante a 300 rpm,
0 baldo foi mantido dentro do banho de &gua por todo o processo. Foi adicionado no
baldo 200 mL de suco gastrico simulado e aproximadamente 500 mg de OSI (~ 250 mg
de 6mega-3) e quantidades proporcional de microcapsulas (500 mg). A simulagédo
ocorreu por 2 horas, sendo retirada uma aliquota de 10 mL do suco gastrico as 15, 30,
60, 90 e 120 min e a cada retirada foi adicionado mais 10 mL do suco gastrico para
continuar o processo digestivo. Realizou-se a extracdo da fase oleosa com hexano e seca
sob N e posteriormente analisado no RMN "H como descrito na metodologia citada no
item 3.3.3.3 (Adaptado de AUGUSTIN et al., 2014; TIMILSENA et al., 2017).
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3.3.5. Analise estatistico
Analise de dados foi feita pelo teste de Tukey e por analise de variancia
(ANOVA) com p < 0,05 % de significancia, através do programa estatistico SAS®

versdo 8.0. Todos os dados seréo realizados com trés repeticoes.
3.4, RESULTADOS

3.4.1. Efeito do pHe razdo do complexo OVA:AL

O efeito do pH (2,0-7,0) na variagdo da turbidez das solugGes contendo a mistura
entre OVA:AL em diferentes razbes (1:1; 1:2; 1:4; 2:1 e 4:1) foram apresentados na
Figura 2. A formacdo do complexo foi investigada através das razdes de OVA e AL a
uma concentracdo fixa de biopolimeros total (0,1%,m/m) por andlise turbidimétrica
durante a titulacdo acida. Conforme observado na Figura 2 a titulacdo iniciou-se em pH
proximo de 7 (pHc) na qual foi observado uma baixa turbidez em todas as razbes
estudadas, devido a presenca de complexos soltveis. No segundo ponto (pHyi)
observou-se um ligeiro aumento da turbidez nas razdes 2:1 e 4:1, na qual se intensifcou
na faixa do pH 4 a 2 onde ocorre maior interacdo entre os biopolimeros devido a
formacdo de complexos insollveis, principalmente na razdo 4:1. O terceiro ponto
observado foi (pH,2) em que as razdes 1:1, 1:2 e 1:4 apresentaram maior turbidez no pH
2, sendo a razdo 1:4 a que apresentou menor turbidez quando comparada as demais
razdes. Nao foi possivel observar uma completa dissolucdo dos complexos a pH 2 no
presente estudo devido a estabilidade do alginato de sdédio em pHs acidos impedindo de
alcancar a linha de base, como sugerido por Klemmer et., (2012).

Na Figura 2, observou-se que houve maior turbidez no pH (2,5 a 3,0), no entanto
o alginato de sddio apresenta pKa em pH na faixa de (3,4 - 3,7), indicando que a
turbidez observada no pH abaixo do pKa do alginato pode ser atribuida a protonacéo e
possivel agregacdo dos grupos carboxilicos (—CO;” ——CO,H) como justificado por
Bokkim et al., (2015). Para evitar a auto agregacdo dos grupos carboxilicos o pH
escolhido para formacdo do complexo foi 3,8 acima do pKa do alginato, estando de
acordo com outros estudos como o observado por Devi et al., (2012) que
microencapsularam oleo de oliva por coacervacao complexa utilizando gelatina/alginato

de sddio como material de parede fixando um pH de 3,75.
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Figura 2.Turbidez (100 - %T) em funcdo do pH do sistema contendo OVA:AL em
diferentes razdes e as variagdes do pHe, pHy1e pHy2.

Na Figura 3 foi possivel observar a variagdo do potencial zeta nas razbes (1:1; 1:2;
1:4; 2:1 e 4:1) em pH fixo de 3,8, na qual a razdo 4:1 demonstrou-se mais proximo de zero
com (-21 mV) guando comparada as outras razdes que apresentaram potencial zeta na faixa
de -37,9 a -27,2 mV. O potencial zeta do complexo OVA e AL mantiveram-se com
cargas negativas em todas as razdes estudadas, este resultado sugere que a carga liquida
na mistura do sistema, é fortemente determinada pelo polissacarideo. Sponton et al.,
(2017) encontrou resultados equivalentes estudando a interacdo dos complexos

Ovalbumina/goma arabica e Ovalbumina/pectina.
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Figura 3. Potencial zeta em funcéo das diferentes proporcoes de Ova:AL (1:4, 1:2, 1:1,
2:1e4:1)nopH 3,8.

3.4.2. Caracterizacao da microcapsula do 6leo sacha inchi

3.4.2.1. Eficiéncia de encapsulac¢do do 6leo sacha inchi.

Foram realizados nove tratamentos durante a elaboracdo das microcapsulas por
coacervacdao complexa, as diferentes concentracdes 1%, 2% e 3% (m/m)e razbes 2:1,
1:1 e 1:2 foram testadas para escolha de um sistema com maior eficiéncia de
encapsulacdo (EE%) o teor de 6leo encapsulado (%), teor de Oleo tedrico (%) e
eficiéncia de encapsulacgéo (%) foram apresentados na Tabela 1.

Pode-se observar na Tabela 1 que os tratamentos E1, E2, E4, E7 e E8
apresentaram maior eficiéncia de encapsulacdo (EE%). No entanto, os tratamentos E1,
E2, E4 e E7 nédo se diferiram significativamente (p < %5), 0 que indica que nesses
tratamentos as diferentes concentragdes de polimeros totais e proporc¢des de nulcleo e
material de parede ndo interferiram no rendimento do 6leo encapsulado. A maior
quantidade de 6leo foi encapsulada na relacdo nucleo/parede de 2:1 com 99,5% (E1), no
entanto essa elevada eficiéncia pode esta relacionada a menor quantidade de material de
parede em relacdo ao 6leo, ndo sendo o suficiente para cobrir completamente o material
do ndcleo obtendo um valor subestimado de eficiéncia, resultados similares foram
encontrados por Timilsena et al., (2016). Na razdo 1:1 comparada aos demais
tratamentos obteve-se uma eficiéncia de encapsulacdo de 94, 1% (E8) e apresentou uma
diferenca significativa dos tratamentos citados anteriormente, indicando que para ideal

encapsulacdo é necessaria a mesma proporcao de ndcleo/parede. O oposto foi observado
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por Wang et al., (2016) que microencapsulou 6leo de gengibre utilizando gelatina e
alginato de sddio na razdo 1:1 e obtiveram menor eficiéncia de encapsulacdo de 69,2%.
Outros autores como Devi et al., (2012) e Shen et al., 2016 que utilizaram alginato
como material de parede para microencapsular 6leo de oliva e tomilho e obtiveram
eficiéncia de 89, 3% e 85,1% respectivamente. Sendo assim, o tratamento escolhido foi
0 experimento E8 representado na (Tabela 1), com uma eficiéncia de encapsulacdo de
94,1 % + 8,9 e razdo 1:1.

A eficiéncia de 6mega-3 foi calculada de acordo com a metodologia citada no
item 3.3.3.2 e observou-se que o teor de dmega-3 do Gleo sacha inchi empregado no
processo foi de 48,91% e apds o processo de microencapsulacdo esse teor reduziu para
37,29%, apresentando um rendimento de 76,24% e uma perda de 23,76%, indicando
que o processo de microencapsulacdo ndo interferiu no teor de dmega-3 contido no 6leo
sacha inchi e os biopolimeros utilizados como materiais de parede garantiram uma ideal
protecdo desse composto bioativo. Na Figura 4 observamos o espectro do 6leo sacha
inchi extraido apds microencapsulacdo (A) e 6leo sacha inchi conforme obtido
comercialmente (B), observamos que os dois espectros apresentaram sinais idénticos
tipicos dos 6leos vegetais de acordo com a faixa de deslocamento quimico dos protons.
Esses compostos igualmente presentes nos dois espectros sugere que 0 processo de
encapsulacdo ndo afetou a composicdo do 6leo, como observado por Vicente et al.,
2017.
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Tabela 1. Varidveis e niveis utilizados no planejamento experimental da microencapsulacdo do 6leo sacha inchi utilizando os biopolimeros

ovalbumina (OVA) e alginato de sédio(AL). A solucdo de CaCl; foi fixada em 30 mg/mL.

Peso do material da parede (g)

Experimentos  Material do Total Raz3o ntcleo/ Teor de dleo Tzc;;:e EE(%)
nicleo (g) OVA(g) |AL(g) (@ Parede encapsulado(%) teorico (%)

E1 1 0,4 0,1 0,5 2:1 66.3+2,2° 66,6 99,5 +3,3’
E2 05 0,4 0,1 0,5 11 424+45 50 84,9 +1,0%
E3 0,25 0,4 0,1 0,5 1:2 17268 333 51,8 +1,4*
E4 ) 08 02 . - 554 +1,72 66.6 83.2 + 2 6
E5 L 08 02 L 11 34,5+2,6" 50 69 1 + 5,2
E6 0,5 08 0,2 1 1:2 14018 333 42,04,

E7 3 1,2 0,3 15 2:1 1929 66,6 86,8 4,4
ES 15 1,2 0,3 15 1:1 47048 50 94,1 +8,9°
E9 0,75 1,2 0,3 1,5 1:2 198+51° 333 59,5 + 8,05°

As andlises foram realizadas em trés repetices.As letras iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey com uma

probabilidade de 5%.
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Figura 4. Espectro do RMN *H do 6leo sacha inchi extraido da microcapsula OVA/AL
(A) e bleo sacha inchi obtido comercialmente (B).

3.4.2.2. Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR).

Os espectros de FTIR da OVA, AL, OSI e da microcapsula (propor¢édo material
de parede/nicleo 1:1), na regido de comprimento de onda selecionada (4000 a 500 cm™)
sdo apresentados na Figura 5. As bandas de amida I (1638 cm™), amida I1 (1528 cm e
amida Il (1389 cm %), sdo caracteristicas das proteinas e foram identificadas no
espectro da ovalbumina descrito na literatura por MILLER et al., (2013). O espectro da
OVA revelou a presenga dos grupos funcionais de O-H e N-H caracteristico, e um
estiramento do grupo amino préximo & faixa de 3285 cm™. No alginato de sédio, as
principais bandas estdo relacionadas CO, presente nos sais de acido carboxilicos
(RCOO) representado pela banda 1591 cm™ de um alongamento assimétrico na regi&o
entre 1650-1550 cm™e a ligacdo C-O do grupo 4cido (RCOOH) representado pela banda
1408 cm™ de um estiramento simétrico na regido de 1440-1395 cm™ (BARBOSA.,
2007; LI et al., 2011). A banda 1023 cm™ esté relacionada ao estiramento de vibracio
do C-O e C-C do anel de piranose como descrito por DEVI et al., 2012; BOKKHIN et
al., 2015 e SHEN et al., 2016.
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Figura 5. Espectro obtido por FTIR dos biopolimeros ovalbumina (OVA), alginato
(AL), 6leo sacha inchi (OSI) e microcépsula carregada com 6leo (OVA-AL-OSI).

O espectro da microcapsula exibiu a banda caracteristica do grupo amino (NH,)
da ovalbumina na regido 1636 cm™ e a banda caracteristica do grupo carboxilico do
alginato de sédio (COO-) na regido 1023 cm™ indicando que houve interacdo entre eles
(DEVI et al., 2012; SHEN et al., 2016). Além disso, as vibracfes de estiramento do
grupo carboxilico 1591 cm™mudaram para 1534 no espectro da microcapsula, podendo
ser atribuida a substituicdo de ions de sodio com ions de célcio (DAEMI, H.
&BARIKANI, M, 2012), confirmando a interacdo. A microcapsula carregada com OSI
apresentou as bandas caracteristicas do 6leo em 3007 cm™(C-H), 2925-2855 cm™(C-H
de CH,) e 1166 cm™ (C-O), principalmente a banda referente aos valores tipicos de
ondas de absorcdo do éster em 1743 cm™ (C=0) confirmando a presenca do 6leo e
formacdo da microcapsula. Valores similares foram encontrados por Vicente et al.,
(2017).

3.4.2.3. Calorimetria diferencial de varredura (DSC)
A Figura 6 apresenta os termogramas do material de parede ovalbumina e

alginato isolados e microcapsulas carregadas com 6leo sacha inchi.
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A temperatura de desnaturacdo da proteina isolada foi de 80,5°C, estando de acordo
com encontrado na literatura (MATSUDOMI et al., 2001). O alginato de sodio exibiu um
pico endotérmico de 169,67°C, correspondente a temperatura de fusdo (FAREEZ et al.,
2015). Este resultado apresentou-se maior do que o encontrado por BAGHERI et al.,
2014 ao avaliar o termograma do alginato de sédio, exibindo um pico endotérmico até
80 ° C, justificado como sendo correspondente a transicdo vitrea (Ty) de conjuntos
moleculares do alginato de sodio do estado amorfo para o estado borrachoso causado
pelo calor.

O termograma da microcapsula composta por OVA-AL (materiais de parede) e 0
6leo sacha inchi (nucleo) reticuladas com CaCl, apresentaram temperatura de (Tg)
deslocada para ~ 189,86 ° C, uma temperatura mais alta do que as encontradas com 0s
biopolimeros isolados, demonstrando claramente o aumento da estabilidade térmica. O
mesmo foi observado por RATHER et al., 2017, ao avaliar a estabilidade térmica da
microcapsula carregada com Lactobacillus plantarum NCDC201 e L. casei NCDC297,
empregando alginato de sdédio como material de parede e CaCl, como reticulante.

BAGHERI et al., 2014 e RATHER et al., 2017 sugeriram que este resultado esta
relacionado com a reticulacdo da microcapsula com CaCl,, reforcando a estrutura da

microcapsula e permitindo a fluidizagdo apenas com uma entrada suficiente de calor.
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Figura 6. Termograma gerado pela analise de DSC das amostras de ovalbumina (OVA),
alginato de sddio (AL) e microcapsula (OVA-AL-OSI).
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3.4.2.4. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Foram obtidas imagens dos biopolimeros desidratados individuais, OVA (A) e AL
(B) e da microcapsula composta por Ova-AL-OSI (C) propor¢cdo material de parede/nicleo
4:1 e pH 3,8 apresentados na Figura 6. Observou-se na Figura 7 (C) da microcapsula uma
superficie homogénea e reticulada. Estes resultados sugeriram que o0s biopolimeros
utilizados, assim como uso do cloreto de célcio poderia garantir a protecdo do material
encapsulado e que a reticulacdo das microparticulas ap6s a sua preparacao contribui para
reducdo das fissuras e enrugamentos na superficie provocadas apOs sua formacao,
armazenamento e manuseio, associado a estrutura vulneravel das particulas nao reticuladas
(BAGHERI et al., 2014).
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Figura 7. MEV dos biopolimeros (A) OVA, (B) AL e (C) microcapsula (OVA-AL-OSI).
3.4.3. Liberacao do 6mega-3 durante a simulacéo gastricain vitro

A Figura 8 apresenta a liberacdo das unidades de acil (mega-3) presente no OSI
submetido condicBes gastricas. No tempo O em que amostra ndo foi submetida a
simulacdo gastrica in vitro observou-se que o 6leo sacha inchi apresentava 48,9% de

unidades de acil, estando de acordo com encontrado na literatura (FOLLEGATTI-
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ROMERO et al., 2009; WANG et al., 2012), Durante a digestdo o 6éleo sacha inchi livre
apresentou uma queda de 29,75% no teor de dmega-3 nos primeiros 15 min de digestao,
permanecendo constante até 120 min. O 6leo sacha inchi livre apresentou um perfil de
liberagdo em torno de 35,3 % do de dmega-3, valores maiores do que o observado no
perfil de liberacdo do dmega-3 contido no o6leo sacha inchi encapsulado, na qual as
unidades de acil manteve-se constante durante toda simulacédo gastrica liberando apenas

em torno de 14,6% do 6mega-3.

60 -

—*— OVA-AL-OSI
—&— OSI

50

40 A

% Omega-3

30 1

20 1

0 15 30 45 60 75 90 105 120

10

Tempo (min)
Figura8. Liberacdo de unidades de acil do dmega-3 durante a simulacdo gastrica in
vitro nos tempos 0, 15, 30, 60, 90 a 120 min.

A liberagdo reduzida em condi¢fes gastricas (pH baixo e presenca de enzimas
proteoliticas), indica que a microcapsula de ovalbumina e alginato protegeu as unidades
de acil (bmega-3) quando comparada ao 6leo sacha inchi livre. De acordo com estudo
realizado por Timilsena et al., (2017), este resultado pode ser justificado pela presenca
de polissacarideo na microcapsula que nao sofre degradacéo e ainda dificulta a hidrolise
enzimética da proteina em condigdes gastricas. Além disso, a reticulagdo das
microcapsulas com CaCl,reduz a porosidade da cépsula, reforcando sua estrutura e
diminuindo a degradacdo da proteina, consequentemente reduzindo a perda do
composto encapsulados como descrito poe Rather et al., (2017). Em um estudo sobre
microparticulas de alginato carregadas com cafeina e reticuladas com CaCl,, Bagheri et
al., (2014) observaram de forma semelhante uma liberacdo reduzida do composto

bioativo em torno de 28,4% * 1,6 devidoa reticulacdo, valor menor quando comparado
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asmicroparticulas de alginato carregadas com cafeina e ndo reticuladas cerca de 37,1%
+1,2.

Este resultado sugere que os biopolimeros empregados sdo excelentes
transportadores como sugerido por Wichchukitaet al., (2013), resistentes as condigdes
gastricas, aumentando a disponibilidade do composto bioativo no intestino. Vicente et
al., (2017) observou que a microcdpsula de OGleo sacha inchi composta pelos
biopolimeros ovalbumina/pectina e ovalbumina/goma xantana foram mais resistentes as
condicBes gastricas por 180 min, do que quando comparadas apenas ao Oleo sacha

inchi/ovalbumina.

3.5. CONCLUSAO

Os biopolimeros OVA/AL demonstram-seeficientescomo materiais de parede no
processo de microencapsulagcdo do 6leo sacha inchi através da técnica de coacervacao
complexa, interacdo foi confirmada através das analises de FTIR e MEV. A analise
calorimétrica sugeriu que o material de parede escolhido para microencapsulacédo
reticulado com CacCl,, apresentou maior estabilidade térmica, aumentando a chance da
microcapsula ser empregada em alimentos que necessitam de tratamentos térmicos.
Além disso, as microcépsula apresentaram resisténcia em condigdes gastricas, com
baixa liberacdo de unidades de acil (émega-3), contribuindo ainda mais para futuras
aplicagOes na industria alimenticia como produtos funcionais. De acordo com a analise
no RMN coacervagdo complexa e secagem por liofilizagdo néo afetam a composi¢éo do

6leo de Sacha Inchi, apds encapsulacéo.
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CONCLUSAO GERAL

A interacdo entre ovalbumina e acido tanico foi confirmada através do aumento do
tamanho de particula, e contribui para uma melhor complexacao entre os biopolimeros
ovalbumina/pectina, esta interagdo pode ser usada para melhorar a capacidade
emulsificante da proteina. Além disso, o0 uso do &cido tanico pertencente ao grupo dos
compostos fendlicos poderia ser empregadopara contribuirna estabilidade oxidativa da
microcapsula por possuirem capacidade antioxidante.

A microcapsula do 6leo sacha inchi empregando como material de parede o
complexo coacervado de ovalbumina e alginato de sodio reticuladas com CaCly,
apresentaram maior eficiéncia de encapsulagdo quando comparadas as microcapsulas
compostas por ovalbumina, acido tanico e pectina como materiais de parede. Indicando
que o uso de reticulantes contribuiu para uma microcapsula estruturalmente fortalecida.
Além disso, as microcapsulas de ovalbumina e alginato reticuladas com CaCl,
apresentaram durante a simulacdo gastrica in vitroum perfil de liberacdo reduzida do
O0mega-3, podendo ser empregada como um eficiente transportador de compostos

bioativos, aumentando a biodisponibilidade destas substancias no intestino.

A microencapsulacdo utilizando estes biopolimeros como materiais de parede
mostrou-se eficiente para encapsular o Omega-3 e pode ser utilizado para encapsular
outros compostos bioativos, pois apresentam alta eficiéncia de encapsulagdo em torno
de 70 a 90%, as microcapsulas formadas apresentaram resisténcia térmica, apresentando
assim potencial para ser empregado em alimentos que necessitam de tratamentos
térmicos, contribuindo para protecdo destes compostos sensiveis contra a altas

temperaturas.

Por fim, é possivel concluir que a microencapsulacdo estd associada a diversos
beneficios, principalmente protecdo de compostos bioativos e a escolha do material de
parede adequado assim como a metodologia empregada, influenciam diretamente no

resultado final da microencapsulagéo.
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