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RESUMO

O oleo de peixe € uma das mais importantes fontes naturais de acidos graxos poliinsaturados
(PUFA) émega 3, que apesar de conferirem beneficios a saude, sdo altamente suscetiveis a
oxidacdo. A fim de retardar as reacdes de auto-oxidacao lipidica e melhorar a estabilidade dos
6leos ricos em PUFA, a encapsulacdo por gelificacdo idnica tem sido proposta como uma
técnica simples, rapida e de facil execucdo. O principal polimero empregado na gelificacdo
ibnica é o alginato de sddio, todavia, novos materiais como o0 ora-pro-nobis, revelam-se como
fontes de hidrocoldides com potencial aplicacdo para encapsular substancias devido a
composicéo rica em polissacarideos e proteinas e sua alta capacidade emulsificante. Diante do
exposto, o objetivo deste estudo é encapsular 6leo de peixe utilizando como material de parede
alginato (ALG), mucilagem de ora-pro-nobis (MOPN) e quitosana. As particulas foram
produzidas por gelificagdo idnica empregando 1,5 % CaClz (m/v), 1,5 % (m/m) de alginato, O,
0,50, 1,0 e 1,5 % (m/m) de MOPN, 10 % (m/m) de bleo de peixe e 2,0 % (m/m) de quitosana
para recobrimento. As emulsdes foram caracterizadas quanto a viscosidade, estabilidade,
microscopia e cor. Ja as particulas foram submetidas a analises de atividade de &gua,
morfologia, distribuicdo de 6leo, eficiéncia de encapsulacdo, Indice de Peréxido e FTIR. Os
resultados mostraram que a MOPN aumentou a viscosidade e melhorou a estabilidade das
emulsGes formadas. Além disso, melhorou as propriedades do material da parede,
proporcionando maior retencdo de 6leo de peixe, maior eficiéncia de encapsulacdo, bem como
maior protecdo do principio ativo contra a oxidacdo lipidica. Os melhores resultados foram
encontrados para o tratamento D, com maior concentracdo de MOPN, indicando que a
mucilagem é um material promissor para a encapsulacdo de dleos e demais principios ativos

para aplicagcdo em alimentos.

Palavras-chave: Biopolimeros. Hidrocoloide. Acidos graxos poliinsaturados. Emulsio.



ABSTRACT

Fish oil is one of the most important natural sources of omega 3 polyunsaturated fatty acids
(PUFA), which despite conferring health benefits, are highly susceptible to oxidation. In order
to delay lipid auto-oxidation reactions and improve the stability of oils rich in PUFA,
encapsulation by ionic gelling has been proposed as a simple, fast and easy-to-perform
technique. The main polymer used in ionic gelation is sodium alginate, however, new materials
such as ora-pro-nobis, reveal themselves as sources of hydrocolloids with potential application
to encapsulate substances due to their composition rich in polysaccharides and proteins and
their high-capacity emulsifier. Given the above, the aim of this study is to encapsulate fish oil
using alginate (ALG), ora-pro-nobis mucilage (MOPN) and chitosan as wall material. The
particles were produced by ionic gelation using 1.5% CaCl2 (w/v), 1.5% (m/m) alginate, O,
0.50, 1.0 and 1.5% (m/m) of MOPN, 10% (m/m) of fish oil and 2.0% (m/m) of chitosan for
coating. The emulsions were characterized for viscosity, stability, microscopy and color. The
particles were submitted to analyzes of water activity, morphology, oil distribution,
encapsulation efficiency, Peroxide Index and FTIR. The results showed that MOPN increased
the viscosity and improved the stability of the formed emulsions. In addition, it improved the
properties of the wall material, providing greater retention of fish oil, greater encapsulation
efficiency, as well as greater protection of the active principle against lipid oxidation. The best
results were found for treatment D, with a higher concentration of MOPN, indicating that
mucilage is a promising material for encapsulating oils and other active ingredients for

application in food.

Keywords: Biopolymers. Hydrocolloid. Polyunsaturated fatty acids. Emulsion.
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1 INTRODUCAO

A encapsulacdo € um conjunto de técnicas que permitem aprisionar ou revestir
principios ativos (sélidos, liquidos ou gases) empregando diferentes materiais poliméricos para
transforméa-los em produtos mais convenientes. Seu principal objetivo é proteger o principio
ativodas condicOes adversas do ambiente externo e possibilitar sua liberacdo controlada em
locais especificos por determinados estimulos (PAULO; SANTOS, 2017).

No geral, a encapsulacdo pode ocorrer por meio de métodos fisicos, quimicos e fisico-
quimicos. Dentre os métodos fisico-quimicos, a gelificacdo ibnica se destaca por ser uma
técnica simples, rapida e de facil execucdo na qual as particulas de gel sdo formadas a partir da
interacdo entre polimeros e ions bivalentes (ETCHEPARE et al., 2015).

O principal polimero utilizado para géis i6nicos € o alginato de sddio, composto por um
heteropolissacarideo natural, biocompativel e biodegradavel, que forma gel imediatamente ao
contato com ions calcio. Todavia, tem se intensificado a busca por novos materiais poliméricos,
como hidrocol6ides, que possibilitem a formacéo de gel e consequentemente a encapsulacdo de
principios ativos (FUNAMI et al., 2009).

Pereskia aculeata Miller, comumente conhecida como ora-pro-nobis (OPN) no Brasil,
é uma fonte de hidrocol6ides com aplicacdo potencial como material encapsulante, devido aos
seus constituintes ricos em polissacarideos e proteinas, que, além do baixo custo de producéo,
também contém altos teores de biopolimeros arabinogalactana permitindo a formacao de geis
(LIMA JUNIOR et al., 2013). Além disso, a mucilagem de ora-pro-nobis (MOPN) apresenta
alta capacidade emulsificante (LAGO et al., 2019) o que a torna um hidrocoloide promissor
para a encapsulacdo de 6leos, como os 6leos de peixe, uma vez que pode contribuir para as
propriedades de retencdo de 6leo nas particulas, melhorando a estabilidade oxidativa desses
lipideos.

O oOleo de peixe € uma das mais importantes fontes naturais de acidos graxos
poliinsaturados (PUFA) Omega 3, especialmente 4&cido eicosapentaenoico e é&cido
docosahexaendico. Os reconhecidos beneficios para a salde associados a ingestdo de PUFA
tém promovido a introducéo de 0leo de peixe em muitas formulac¢Ges alimentares. No entanto,
uma das principais desvantagens na incorporacdo de oOleos ricos em dmega 3 em matrizes
alimenticias é sua alta suscetibilidade & oxidacdo lipidica, que ndo sé reduz o seu valor
nutricional, mas também envolve a sintese de produtos toxicos, bem como a formacéao de odores

e sabores desagradaveis. A fim de retardar as reacfes de auto-oxidacdo lipidica e melhorar a
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estabilidade dos 6leos ricos em PUFA, a encapsulagdo tem sido proposta como uma forma de
protecdo desses Oleos contra umidade, oxigénio e luz (VASILE et al., 2016).

Diante do exposto, o presente trabalho tem por objetivo, encapsular 6leo de salméo
utilizando alginato de so6dio, mucilagem de ora-pro-nobis e quitosana para obter particulas que

oferecam maior protecdo e estabilidade oxidativa ao material lipidico.

2 OBJETIVOS
2.1  Objetivo geral

Sintetizar particulas a base de alginato, mucilagem de ora-pro-nobis e quitosana para

encapsular 6leo de salmédo, melhorando sua estabilidade oxidativa.

2.2 Objetivos especificos

o Produzir emulsdes a partir de 6leo de salméo, alginato e mucilagem de ora-pro-nobis

o Caracterizar as emulsdes quanto a viscosidade, estabilidade, tamanho das goticulas de
6leo e coloragdo

o Produzir, por gelificacdo ibnica, diferentes particulas a partir dos polimeros naturais
alginato de sodio, mucilagemde ora-pro-ndbis e quitosana

o Encapsular 6leo de salmao utilizando como material de parede alginato de sédio,
mucilagem de ora-pro-nobis e quitosana;

o Avaliar a atividade de agua, a coloracao das particulas e a morfologia das particulas
por meio de microscopia éptica;

o Avaliar a distribuicdo de 6leo, a eficiéncia de encapsulagéo e a estabilidade oxidativa

do bleo de peixe nas particulas;

3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Acidos Graxos Poliinsaturados
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Referindo-se a principal forma de armazenamento de energia na maioria dos organismos
e, desempenhando diversas fungdes celulares, componentes lipidicos, sobretudo os acidos
graxos, estdo presentes em diversas formas de vida. Dentre suas func¢fes, atuam no transporte
de vitaminas lipossoliveis, e como precursores de horménios (CHEN et al., 2023).

A classificacdo dos &cidos graxos corresponde a presenca de duplas ligagdes ou
insaturacdes entre as cadeias de carbono, podendo ser denominados como &cidos graxos
saturados na auséncia de duplas ligacGes, acidos graxos monoinsaturados quando apresenta
uma unica insaturacdo ou acidos graxos poliinsaturados pela presenca de duas ou mais
insaturagdes. Os &cidos graxos poliinsaturados que dispdem de um ndmero de atomos de
carbono igual ou maior a dezesseis sdo denominados acidos graxos poliinsaturados de cadeia
longa e, 0s que apresentam ndmero de atomos de carbono igual ou maior a vinte denominam-
se acidos graxos poliinsaturados de cadeia muito longa (CHEN et al., 2023).

Dentre os &cidos graxos poliinsaturados (PUFAs), o 6mega-3 (n-3) e dmega-6 (n-6)
apresentam maior relevancia quanto aos efeitos positivos a saude humana. A denominagéo
0mega, relaciona-se a posi¢do em que se encontra a primeira dupla ligacdo, contando a partir
do grupo metilico final da molécula de acido graxo. Os &cidos graxos n-3 contém a primeira
dupla ligacdo entre o terceiro e o quarto &tomo de carbono e, 0s &cidos graxos n-6 possuem a
primeira dupla ligac&o entre o sexto e o sétimo dtomo de carbono (BAKER et al., 2016).

Os &cidos graxos das familias n-6 e n-3 sdo obtidos através da dieta ou sintetizados pelo
organismo a partir dos acidos linoleico e alfa-linolénico, pela acdo de enzimas alongase e
dessaturase. As alongases atuam adicionando dois a&tomos de carbono a fracdo principiante da
cadeia, e as dessaturases agem oxidando dois carbonos da cadeia, dando origem a uma dupla
ligacdo com a configuracdo cis. Os &cidos graxos das familias n-6 e n-3 competem pelas
enzimas envolvidas nas reagdes de dessaturacdo e alongamento da cadeia. Posto que, essas
enzimas possuem maior afinidade pelos acidos da familia n-3, a conversdo do &cido alfa-
linolénico em acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa é influenciada por niveis de &cido
linoleico na dieta (INNES; CALDER, 2018).

Os PUFA n-3 atuam na inibicéo da proliferacéo de linfocitos, producéo de anticorpos e
citocinas. Todavia, 0s n-6 possuem efeitos tanto inibitorio quanto estimulatério da resposta
imune. Ambos séo importantes para conservar em condi¢des normais, as membranas celulares,
as fungdes cerebrais e a transmisséo de impulsos nervosos. Tambem participam da transferéncia
do oxigénio atmosférico para o plasma sanguineo, sintese da hemoglobina e da divisdo celular.

Estudos ressaltam a relevancia de sua ingestdo na fase gestacional, nos primeiros meses apos o
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nascimento, na terceira idade e em diversas doencas, principalmente degenerativas (INNES;
CALDER, 2018).

Excessos de acidos graxos de uma série na dieta pode inibir a dessaturacdo de
quantidades menores de um acido graxo de outra série, ou seja, a razdo entre a ingestdo de
acidos graxos n-6 e n-3 é significativa, uma vez que, sdo metabolicamente e fisiologicamente
diferentes e apresentam funcdes fisiologicas opostas. O exagero do &cido linoleico impede, por
efeito de competicdo pela enzima delta 6 dessaturase, a transformacédo do acido alfa-linolénico
em seus derivados de cadeia longa, causando desbalanceamento dos &cidos graxos no
organismo e incorporacdo dos acidos graxos poliinsaturadas de cadeia longa nos tecidos,
afetando o efeito destes em doencas cronicas (CHEN et al., 2023).

Espécies vegetais e animais empregados na alimentacdo humana, possuem acidos
linoléico e alfa-linolénico. Em vegetais, 0s acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa séo
encontrados em plantas que se desenvolvem principalmente em ambientes aquéaticos marinhos.
Acerca de alimentos de origem animal estdo presentes em peixes e aves, sendo as quantidades
dependentes da dieta a que esses animais foram submetidos. O &cido alfa-linolénico é
encontrado em maior quantidade em hortalicas com folhas de coloracdo verde-escura, por ser
componente da fracdo dos lipidios polares presentes nos cloroplastos. Existem também
ocorréncias em alguns cereais e leguminosas, com concentracdo dependente da espécie e de
fatores sazonais (BAKER et al., 2016)

A auto-oxidacédo é o processo mais comum que leva a deterioracdo oxidativa e consiste
na reacdo espontanea do oxigénio atmosférico com os lipidios. Outro processo que desencadeia
a deterioracdo oxidativa é a foto-oxidagdo, uma rota alternativa levando a formacdo de
hidroperdxidos, ao invés dos mecanismos de radicais livres. A oxidagdo por via enzimatica
ocorre pela agdo das lipoxigenases (linoleato: oxigénio oxidoredutase) que sdo dioxigenases
que catalisam a adigdo do oxigénio molecular ao sistema cis, 1,4 - pentadieno dos acidos graxos
poliinsaturados, formando hidroperoxidos (KHADGE et al., 2018).

A reagdo espontanea do oxigénio atmosférico com os lipidios, conhecida como auto-
oxidacdo, é o processo mais comum que leva a deterioracdo oxidativa. Os &cidos graxos
poliinsaturados apresentam potencial de decomposicao deste processo, estando presentes como
acidos graxos livres, como triglicérides ou como fosfolipidios. Quando a luz e um agente
sensibilizante, como a clorofila, estdo presentes, a ativacdo do oxigénio em oxigénio singlete
pode desempenhar um papel importante na inducdo da deterioracdo oxidativa (KHADGE et al.,
2018).
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3.2  Oleo de Peixe

O 6leo de peixe contém substancias da familia 6mega-6 e principalmente da familia
Odmega-3, como EPA (acido eicosapentaendico), DHA (acido docosahexaendico) e ALA (acido
alpha-linolénico), que possuem uma variedade de propriedades terapéuticas e preventivas,
incluindo acbes contra o colesterol, prevencdo de doencas cardiovasculares, doenca de
Alzheimer, psoriase, artrite reumatoide, depressdao, AIDS, e déficits de memoria. O dleo é
produzido por meio de uma técnica que utiliza produtos de peixes principalmente de aguas frias,
pressurizados a quente e, a qualidade do 6leo esta diretamente relacionada a qualidade do peixe
que serd utilizado no processo (KHADGE et al., 2018).

Omega n-3 e n-6 sdo metabolizados para criar eicosandides, que possuem variadas
funcdes bioldgicas e estdo envolvidos na proliferacdo celular. So sintetizados por diferentes
tipos de células com funcbes bioldgicas especificas que produzem respostas a estimulos
externos e internos, como a sintese de adrenalina e anticorpos. Quando comparados aos
eicosandides gerados da cascata do &cido araquidbnico, aqueles produzidos de acido
eicosapentaendico (EPA) possuem menor poténcia. O &cido araquiddnico estd ligado ao
processo inflamatorio, portanto, uma dieta balanceada é essencial para estabelecer propor¢do
adequada de 6mega-3 e 6mega-6. Exageros no consumo de 6leo de peixe pode causar diarréias,
desconforto gastrico e hemorragias, enquanto a deficiéncia no consumo comprometem a acédo
desejada (KHADGE et al., 2018b).

De acordo com Moraes (2006), a obtencdo de dmega-3 por meio apenas da alimentacao
é insuficiente para manter os niveis de consumo necessarios para o alcance de beneficios
terapéuticos, sendo a suplementagdo uma importante estratégia para atingir tal objetivo. A
suplementacdo por meio do 6leo encapsulado quando comparado a forma ndo encapsulada,
apresenta vantagens com relagéo a estabilidade fisica, quimica e facilidade de ingestdo. Um
exemplo da suplementacdo diaria deste produto € a utilizacdo na velhice para promover o
aumento da absor¢éo de calcio e nova formacéo 6ssea (WEISS, 2005; CHAIM, 2007).

Alimentos fortificados tornam-se interesse de consumidores gradativamente, muitos dos
quais contém micronutrientes como 6mega-3. Contudo, o desafio na producdo de alimentos
fortificados tem sido significativo. A estabilidade e os sabores indesejaveis do 0leo de peixe
representam o principal desafio na producdo desses alimentos. O uso de 6leo de peixe altamente

refinado, inodoro ou microencapsulado pode ser um método alternativo para mascarar
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caracteristicas sensoriais indesejaveis e proteger o 6leo durante o processamento (MACHADO
etal., 2018).

Uma quantidade significativa de residuos organicos € gerada nas diferentes etapas da cadeia
produtiva da piscicultura, principalmente devido a percentagem elevada dos residuos apos
filetagem, que se apresenta como um problema para o produtor ou para o abatedouro. Tais
residuos, como por exemplo o de salméo do atlantico, contém cerca de 55% de seus lipidios
totais, enquanto os outros 45% integram a parte comestivel do peixe (LEMKE, 2012).

Como solucdo para o problema de produtores e abatedouros, 0s residuos organicos

podem ser utilizados para extracdo de 6leo e posterior aplicacdo em alimentos.

3.2.1 Oleo de Salmio

O Salmédo do Atlantico (Salmo salar) é a principal espécie da familia Salmonidae.
Ocorre no Atlantico Norte, desde o norte da Europa até a costa leste do Canada e Estados
Unidos. A espécie vive 0s primeiros anos em agua doce, migra para 0 mar, onde permanece até
a fase adulta, e retorna a agua doce na época de reproducdo, completando o seu ciclo de vida
(VALENZUELA, 2005).

Subprodutos de salmé&o representam cerca de 27% do peso total do peixe. O dleo nos
subprodutos é encontrado em suas cabecas, que contém de 10 a 18% de lipidios, sendo uma
excelente fonte de émega-3, &cidos graxos poliinsaturados (PUFA), &cido eicosapentaendico
(EPA) e acido docosahexaendico (DHA), que estdo relacionados com o auxilio na prevencédo
de doencas cardiovasculares, além de colaborar na protecdo do sistema imunoldgico,
diminuicdo da pressdo arterial, agdo anti - Inflamatdria auxilia na diminuicdo dos niveis de
triglicerideos e Colesterol Low Density Lipoprotein (LDL), enquanto pode favorecer o
aumento do Colesterol High Density Lipoprotein (HDL) (SATHIVEL S, 2005).

O oleo de salmédo é extraido de rejeitos do peixe, proveniente do processo de
beneficiamento de peixes crus. Os peixes sdo levados para cozimento, em seguida passam por
uma trituracdo, a torta é retirada e a parte liquida passa por decantacdo e centrifugacao,
extraindo assim o 6leo de peixe cru (SATHIVEL S, 2005).

Dentre as industrias com grande interesse no 6leo de salméo, destaca-se a de ragédo
animal. Este segmento cresce expressivamente e encontra no 6leo de salméo qualidade, aroma
e paladar que agrada os mais exigentes animais. No Brasil, estes 6leos sdo usados também nas
fabricas de curtumes, na fabricacdo de tintas e vernizes, como lubrificantes, selantes ou

comercializados como produtos de baixo valor acrescentado (LEMKE, 2012). O 6leo pode
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ainda ser utilizado para fortificacdo de alimentos pobres em dmega 3, beneficiando classes de
pessoas que necessitam de tal suplementagéo.

3.3  Encapsulacéo

Encapsulacdo pode ser descrita como um método de empacotamento de particulas em
capsulas. Quanto as denominagdes, o material encapsulado pode ser descrito como recheio ou
nacleo, e o material que forma a cépsula, encapsulante, cobertura ou parede. As capsulas
classificam-se em trés categorias, por tamanho: macro (>5000um), micro (0,2-5000um) e
nanocapsulas (<0,2um). Na a década de 1950 Green e Schleicher apresentaram a tecnologia de
encapsulacdo pela primeira vez com um registro de patente para a formulagdo de cépsulas
contendo corantes, desenvolvidas para fins de cdpia quando incorporadas em papel (PAULO;
SANTOS, 2017). A metodologia avancou desde entdo, sendo empregada para as mais diversas
finalidades e setores como industria alimenticia, quimica, farmacéutica, biomédica, agricola,
de energia, entre outras (AFZAAL et al., 2019; ETCHEPARE et al., 2015; GUILHERME et
al., 2015; PAULO; SANTOS, 2017; TREENATE; MONVISADE, 2017).

A encapsulacdo de componentes alimenticios possui diversos objetivos, entre eles
reduzir interacGes do nucleo com fatores ambientais, retardando alteracdes que podem decorrer
em perda de aroma ou do valor nutricional, alteracdo de cor, separagcdo de componentes reativos
ou incompativeis, reducdo da taxa de migracdo do material do nicleo para o ambiente externo,
evitar reacBes prematuras de um substrato, mascarar compostos de sabor indesejavel e
promover melhor solubilidade do nucleo e incorporacao em sistemas secos. Também permite a
liberacdo controlada, ou seja, possibilita que a liberagdo do material do ndcleo ocorra
lentamente com o tempo, ou a partir da ocorréncia de um certo evento, o que ajuda a evitar a
utilizacdo inefetiva e a perda de compostos durante o processamento (ETCHEPARE et al.,
2015).

O método a ser utilizado para a encapsulacdo em uma aplicacdo especifica varia de
acordo com fatores, como, tamanho de particulas requerido, propriedades fisicas e quimicas do
nacleo e da parede, aplicacdo do produto final, mecanismos desejados de liberacdo, escala de
producdo e custo. Dentre os métodos quimicos as técnicas mais utilizadas séo as de emulséo ou
polimerizag&o interfacial, inclusdo molecular e cocristalizagdo. Para métodos fisicos é possivel
citar a técnica de atomizacdo, spray dryer e liofilizacdo. Existem ainda os metodos fisico-

quimicos que incluem a coacervacdo, envolvimento lipossémico e gelificagdo idnica, sendo a
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ultima muito empregada no setor alimenticio por sua simplicidade e por utilizar condi¢tes
amenas na producdo das particulas (ETCHEPARE et al., 2015).

A natureza do material encapsulante € um dos principais fatores que influenciam a
estabilidade de compostos encapsulados. De tal maneira, a escolha do material a ser aplicado
deve considerar propriedades fisicas e quimicas do nucleo e da parede, compatibilidade,
mecanismo de controle e fatores econdmicos. O material de parede deve ser insollvel e ndo
reativo com o nucleo. Para atuar como emulsificante, um composto deve conter grupamentos
hidrofilicos e hidrofébicos; quanto maior a capacidade emulsificante do encapsulante, melhor
a retencdo de compostos. Os encapsulantes devem ainda conter boas propriedades de formagéo
de filme, sabor e odor suaves, facil reconstituicdo e baixo custo (PAULO; SANTOS, 2017).

Dentre as aplicacdes da encapsulacdo, destaca-se o de 6leo de peixe, que pode ser
facilmente prejudicado por oxidacdo ou interaces com outros compostos, além de possuir
sabor e odor desagradaveis. A encapsulagdo aumenta a estabilidade, evita a degradacdo e

facilita sua aplicacdo em alimentos.

3.4  Gelificacdo idnica

A técnica de gelificacdo i6nica se baseia na capacidade dos polieletrélitos realizarem
ligacdes cruzadas na presenga de contra-ions, o que resulta em uma estrutura em malha
tridimensional. A solucdo polimérica carregada negativamente forma ligacbes cruzadas com
cations de baixo peso molecular, formando hidrogéis. Um alimento encapsulado em uma
membrana de gel formada pela reacdo de um hidrocoléide com uma solugdo ibnica, origina um
produto com diferentes texturas e sabores (PAGANI et al., 2014). A encapsulagdo por
gelificacdo idnica apresenta uma tecnologia bastante aplicavel na &rea de alimentos, uma vez
que possui baixo custo, facil execugdo e ndo necessita de solventes orgénicos. Ademais, a
técnica possui grande eficiéncia para aumentar a absorcdo in vitro e in vivo de numerosos
compostos (HOLKEM; CODEVILLA; MENEZES, 2015).

Para a formacdo de particulas por meio dos mecanismos de gelificagdo i6nica dois
processos principais podem ser citados, sendo eles a gelificacdo idnica interna e externa.
Também conhecida por emulsificacdo, a gelificagdo idnica interna ocorre em duas etapas, na
primeira ha a dispersdo da fase aquosa, englobando o composto ativo diretamente na solucao
polimérica contendo material de recheio, e na segunda etapa essa mistura é dispersa em fase
organica, o que resulta em uma emulsdo de 4gua em 0Oleo. A reducdo do pH através da adigéo

de uma solucéo acida na emulsédo de agua em Gleo é necessaria para que aconteca a gelificagéo.
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Tal adi¢do tem por propdsito liberar os ions calcio e permitir a complexacdo do célcio com os
grupos carboxilicos (PAGANI et al., 2014).

Quanto a gelificacdo idnica externa, € popularmente mais empregada, por consequéncia
do baixo custo e facil execucédo, além de ndo utilizar altas temperaturas ou solventes organicos,
apresentando grande potencial para aplicagdo em areas como farmacéutica, biomédica e
alimenticia (DE PRISCO et al., 2015; PEDROSO et al., 2012; RIBEIRO et al., 2014). O método
utiliza uma solucéo de biopolimero que contém o material de interesse e através de um bocal
de alta pressdo, goteja sobre uma solucdo de cloreto de célcio decorrendo a gelificacdo
(LISERRE; RE; FRANCO, 2007; ETCHEPARE et al., 2016). Dessa forma, ao misturar duas
solucBes de macromoléculas de cargas opostas, os complexos de polieletrolitos sdo formados
devido as interacdes eletrostatica entre os ions (LI; DIOSADY; WESLEY et al., 2010).

Dentre muitas vantagens a gelificacdo idnica apresenta simplicidade e rapidez na sintese
dos hidrogéis, baixo custo de reproducéo, protecdo e viabilidade para os agentes ativos frente
as variagdes do meio como temperatura, oxigenacdo, luz e pH, o que justifica os inimeros
estudos empregando a técnica para encapsular enzimas, probidticos, antioxidantes, acidos
graxos poliinsaturados e demais compostos bioativos (PAGANI et al., 2014).

Entretanto existem desvantagens das particulas produzidas por esta técnica, como
dificuldade em controlar a taxa de liberacdo do material encapsulado por um longo periodo e a
formacdo de grandes poros na superficie de hidrogéis reticulados ionicamente, que contribuem
para uma maior sensibilidade das particulas a pHs extremos, facilitando a perda de principio
ativo por lixiviacdo ou difusdo (ETCHEPARE et al., 2016).

Estudos de autores como Igbal et al. (2019), Krasaekoopt; Watcharapoka (2014) e Ng
et al. (2019) sugerem que uma alternativa viavel para melhorar a estabilidade e a porosidade
dessas particulas é o recobrimento com polieletrélitos de cargas opostas. A interacdo
eletrostéatica entre a superficie dos hidrogéis e os polietrélitos diminui o nimero e o diametro
dos poros na rede do gel conferindo maior protecdo ao material encapsulado (ETCHEPARE et
al., 2015).

Particulas formadas por gelificacdo idnica podem ser preparadas por processos de
atomizacdo, extrusdo ou deposicdo eletrostatica. No processo de extrusdo, a solucdo, com o
material de parede e recheio, é gotejada em uma solucdo idnica por meio de uma agulha, com
ou sem velocidade controlada. Na atomizacéo, o ar comprimido mistura-se a solugédo a ser
encapsulada, pressionando a passagem da solucdo por um orificio de tamanho especifico. Uma
variedade de biopolimeros tem sido investigada para a formagéo de material de parede, e dentre

estes destacam-se 0s polimeros naturais alginato e quitosana (PATIL et al., 2010).
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3.5  Materiais poliméricos formadores de particulas

Hidrogéis podem ser sintetizados a partir de polimeros naturais, sintéticos ou blendas,
que sdo combinagOes simples de materiais com diferentes vantagens (ABREU et al., 2008).
Ocorre atualmente a intensificacdo no uso de biopolimeros cujas principais caracteristicas sao
biocompatibilidade, biodegradabilidade, ndo toxicidade, simplicidade e baixo custo de
producdo (ISCHAKOV et al., 2013; ULLAH et al., 2015). Entre os polimeros naturais e
sintéticos mais utilizados, destacam-se 0s polissacarideos, abundantes e obtidos a partir de
fontes renovaveis. Apresentam baixo custo de producdo e propriedades peculiares, sendo
capazes de a partir de derivacdo quimica, criar um polimero com novas propriedades
(MATRICARDI et al., 2013).

Alginato é uma substancia extraida de algas marrom, de facil manipulacéao e inocuidade,
com propriedades gelificantes, estabilizantes e espessantes e encontra-se entre os hidrocoldides
mais utilizados e de grande interesse para a industria de alimentos (PASIN; AZON; GARRIGA,
2012). Essa sustancia possui solubilidade em &gua e é considerado um copolimero de estrutura
quimica formada por blocos B-1,4-D-manurdnico (unidade repetitiva M) e a-1,4-L-gulurdnico
(unidade monomérica G), distribuidas de forma aleat6ria em sua estrutura (RINAUDO, 2014).
Sua utilizacdo € citada em diversos estudos principalmente pelo fato de a formacéo do gel
ocorrer de forma rapida e sem a necessidade de alteracGes drasticas quanto a temperatura e pH,
garantindo a viabilidade do principio ativo (PILLAI et al., 2009). Além do uso comercial, 0
alginato também é destaque como fator promotor de salde, reduzindo os niveis de aglcar e
colesterol no sangue devido as suas fibras, bem como pela sua capacidade de prolongar a vida
atil dos produtos (PASIN et al., 2012).

Outro polissacarideo amplamente utilizado é a quitosana, oriundo da quitina proveniente
da casca de crustaceos, exoesqueleto de insetos e parede celular de fungos. Apresenta cadeia
linear catidénica composta por dois monémeros o -(1-4) -D-glucosamina ¢ -(1- 4) -N-acetil-
D-glucosamina. Possui agBes antimicrobiana e antioxidante, além de propriedade de
mucoadesdo como uma de suas particularidades (YANG et al., 2015). Dentre as aplicacoes, a
matriz de particulas com o objetivo de proporcionar protecdo e a liberacdo do ativo encapsulado
em sitios especificos, tem sido amplamente abordada. Autores como Dash et al. (2011)
apontaram que a quitosana possui boa retencdo na corrente sanguinea e se acumula lentamente

nos tecidos, caracteristica importante no transporte de compostos que sdo excretados
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rapidamente. Além disso, a quitosana pode ainda ser combinada com numerosas variedades de
polissacarideos aniénicos, incluido o alginato (DUBEY et al., 2016).

A associacdo de um ou mais polimeros complementares sdo denominados complexos
poliméricos, que podem ser originados de forcas eletrostaticas, interacdes hidrofobicas,
ligaghes de hidrogénio, forcas de van der Waals ou combinagdes dessas interagGes. Tal
formacdo é capaz de alterar a solubilidade, reologia, condutividade elétrica e turbidez das
solugdes poliméricas (LEE et al., 1999). Estudos sdo executados utilizando diferentes
concentracdes de Alginato/Quitosana, com o intuito de formar particulas que retenham os
compostos bioativos com maior eficiéncia e garantam a liberacdo controlada em locais
especificos. Esse complexo é constituido a partir da forte interagdo eletrostatica dos grupos
amino da quitosana com o0s grupos carboxilicos do alginato (DUBEY et al., 2016).

Para a matriz, alginato de sddio é amplamente utilizado, uma vez que sofre uma
gelificagdo rapida na presenca de ions célcio (LI, S. et al., 2002). A parede da microparticula é
reforcada por meio da utilizacdo da quitosana, que também favorece a encapsulacdo do agente
ativo, e impede a erosdo rapida do gel de alginato. Vale ressaltar que o alginato possui tendéncia
a apresentar poros em sua estrutura, assim, a formacdo de uma membrana de quitosana na
superficie da microcapsula tende a diminuir a taxa de liberagcdo da substancia presente em seu
interior (BHATTARAI et al., 2011). Todavia, tem se intensificado a busca por novos materiais
polimérico, como hidrocoldides, que possibilitem a formacdo de gel e consequentemente a

encapsulacao de principios ativos.

3.5.1 Hidrocoloides

De acordo com Reeves et al. (2002), hidrocoloides sdo polimeros heterogéneos de
cadeia longa e alta massa molecular, constituidos de polissacarideos e/ou proteinas que ao
serem imersas em solucdes, originam dispersdes viscosas e/ou géis. Vistos como biopolimeros
naturais, os hidrocoloides s@o altamente seguros, atdxicos, estaveis, biodegradaveis e
biocompativeis, além de possuirem baixo custo e facil obtencdo na natureza. S&o extraidos de
algas (alginato de sodio), plantas (amido, celulose, pectina), microrganismos (dextrana, goma
xantana e gelana) e animais (quitosana) e, na literatura, também sdo denominados como
mucilagem, gomas, coloides hidrofilicos ou polissacarideos soltveis em agua (JAHANBIN et
al., 2012).

Possuem vasta utilizag&o nos setores industriais para modificar a viscosidade, textura e,

consequentemente, a reologia dos produtos, modificam as propriedades fisicas da solucgéo para
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criar géis ou permitem espessamento, emulsificacdo, revestimento e estabilizacdo. Numerosos
grupos hidroxila aumentam visivelmente sua afinidade por agua, tornando-os hidrofilicos
(PHILLIPS; WILLIAMS, 2009; SAHA; BHATTARAI, 2010. Além disso, Etchepare et al.
(2015), afirmam que o uso de hidrocoldides para formacdo de particulas de géis tem

apresentado crescente interesse principalmente na inddstria de alimentos.

3.5.1.1 Mucilagem de ora-pro-nobis (MOPN)

De acordo com Lima Junior et al. (2013), hidrocoloides extraidos de vegetais tém uma
vantagem sobre os de origem animal devido a sua imagem positiva aos olhos dos consumidores.
Simultaneamente, a crescente demanda por gomas com funcionalidade especifica e que
interajam sinergicamente, melhorando as propriedades funcionais dos alimentos, fazem com
que diversas pesquisas sejam realizadas a fim de encontrar fontes alternativas e
economicamente vidveis para a extragdo de hidrocoloides (SALEHI et al., 2015).

Autores como Amaral et al. (2018), Conceicdo et al. (2014), Lima Junior et al. (2013) e
Martin et al. (2017), desenvolveram estudos relacionados a extracdo, caracterizacao e aplicacdo
de hidrocoloides das folhas de Pereskia aculeata Miller, uma cactacea popularmente conhecida
no Brasil como ora-pro-nobis (TAKEITI et al., 2009). Tal planta é resistente a seca, prdpria de
clima tropical e subtropical, encontrada nos tropicos americanos, como na regido sul dos EUA
e no Brasil (BRASIL, 2010; MARTINEVSKI et al., 2013).

As folhas de ora-pro-nobis séo atoxicas, ricas em conteido nutricional, sobressaindo-se
quanto ao elevado teor de proteinas (25,0% na matéria seca com 85% de digestibilidade) e
elevados teores de aminoacidos essenciais, sendo o triptofano o aminoacido mais abundante, e
lisina e metionina como os aminoéacidos limitantes (ALMEIDA FILHO; CAMBRAIA, 1974;
LIMA JUNIOR et al., 2013, MERCE et al., 2001, TAKEITI et al., 2009). Ademais, S0 ricas
nos microelementos como manganés (46,4 mg/100 g), zinco (26,71 mg/100 g) e ferro (14,18
mg/100 g), possuindo também elevados teores de célcio, fosforo, magnésio e vitaminas, A, C e
acido fdlico (TAKEITI et al., 2009). Tal cactacea ainda, evidencia-se por apresentar alto teor
do biopolimero arabinogalactana (MARTIN et al., 2017).

As arabinogalactanas sdo proteoglicanos complexos presentes na parede celular de
plantas superiores (MERCE et al., 2001). Martin et al. (2017) e Mercé et al. (2001) realizaram
estudos que caracterizaram a arabinogalactana das folhas de ora-pro-nobis como tipo I, em
decorréncia a associacdo covalente dos proteoglicanos. Segundo os autores, a arabinogalactana

é composta por: arabinose : galactose : ramnose : &cido galacturénico na proporc¢éo de 5,4 : 8,3
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: 1,8 : 1,0, respectivamente; sendo a cadeia principal deste biopolimero composta por -D-
galactopiranose ligadas (1—4) e substituidas por unidades de arabinose ¢ galactose (MARTIN
etal., 2017). O arranjo exerce importante papel na determinacao das propriedades estabilizantes
e emulsificantes de hidrocoloides com alto valor comercial (ALMEIDA FILHO; CAMBRAIA,
1974).

A mucilagem de ora-pro-nobis (MOPN) é apontada como uma fonte alternativa viavel
para aplicacdo em produtos alimenticios segundo estudos, uma vez que apresenta perfil
macromolecular heterogéneo, com comportamento de polieletrélito, e apresenta alta capacidade
em formar géis e emulsdo, em virtude de um aumento linear da viscosidade do meio em fungéo
da concentracdo da mucilagem e sua alta higroscopicidade, e da estabilidade térmica da emulséo
formada em diferentes temperaturas (CONCEICAO et al., 2014; LIMA JUNIOR et al., 2013).

Estudos realizados por Lago et al. (2018) analisaram que maiores concentracGes de
mucilagem (%) com menor quantidade de 6leo de soja (%) favoreceram a formacdo de
nanoemulsdes do tipo 6leo-em-agua por meio da técnica de ultrassom. Junqueira et al. (2018)
observaram que emulsdes preparadas com maiores concentracdes desta mucilagem
apresentaram estrutura morfologica estavel e aumento no nimero e maior uniformidade no
tamanho das gotas. Morais (2019) avaliou a capacidade de formacdo de gel da MOPN
empregando o hidrocoloide em associacdo com alginato para a sintese de hidrogéis/particulas
pela técnica de geleficacdo idnica. Os resultados obtidos mostraram que a MOPN atuou
juntamente com o alginato na reticulacdo das cadeias poliméricas. Porém uma reducdo na
estabilidade fisica e térmica da particula foi observada, o que pode ser solucionado com o
recobrimento dos hidrogéis com quitosana ou proteinas por interacao eletrostéatica.

Portanto, a exploracdo do potencial da MOPN na sintese de particulas de hidrogéis a
fim de encapsular principios ativos, como éleo de peixe, se faz viavel quando consideradas suas
caracteristicas fisico-quimicas, sua propriedade emulsificante, sua abundancia e seu baixo custo

de producéo.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

As folhas de ora-pro-nobis (Pereskia aculeata Miller) foram colhidas no municipio de
Lavras - MG, Brasil (21° 14’ 42 sul, 44° 59’ 59 oeste). Os residuos da filetagem de salméos

(cabeca) foram obtidos de uma empresa processadora de pescado local, Cia do Peixe (Lavras,
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Brasil) e armazenados a -18 °C até a etapa de extracdo do 6leo. Alginato de sodio, quitosana e
cloreto de célcio foram adquiridos, respectivamente, nas empresas Sigma Aldrich Chemical Co.

(St. Louis, MO, USA) e Vetec. Os demais reagentes foram todos de grau analitico.

4.2  Obtencdo da mucilagem de ora-pro-nobis

A extracdo da MOPN foi realizada segundo o processo otimizado por (LIMA JUNIOR
et al., 2013) com modificacdes, conforme ilustrado na Figura 1. Primeiramente, as folhas de
ora-pro-ndbis foram trituradas e homogeneizadas em agua, na propor¢éo de 1 kg matéria-prima
para 2,5 L de &gua, a temperatura de 100 °C por 10 min, utilizando-se um liquidificador
industrial (Metvisa LG10, Brasil). Em seguida, as amostras foram acondicionadas em béqueres
e permaneceram sob agitacdo em banho termostatico (Quimis, q-215-2) a 65 °C por 6 h. O
homogeinato resultante foi manualmente filtrado com tecido organza e posteriormente
submetido a uma filtragdo a vacuo por meio de um funil de Buchner acoplado a uma bomba de
vacuo (Primar MC 1284, Brasil), utilizando como meio filtrante trés camadas de organza. Apds
a filtracdo o material foi centrifugado a 4680 x g. O liquido remanescente foi adicionado de
etanol na proporcdo de 3:1 (etanol:solucdo) e o precipitado retirado, congelado, seco em
liofilizador (marca Edwards, modelo: L4KR) e moido em moinho de bolas (marca: SP Labor,

modelo SP-38) para obtencdo da mucilagem de ora-pro-nobis em po.

Figura 1 - Fluxograma do processo de extracdo da MOPN.
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4.3  Extracdo do 6leo de salméo

Inicialmente, os residuos da filetagem de salmdo foram lavados em agua tratada e
moidos em moedor elétrico de carne (101 modelo, C.A.F., Rio Claro, Brasil). Adicionou-se 0,01
% m/m de hidroxitolueno butilado (BHT) por kg & massa. Posteriormente as por¢des de massa
foram cozidas em banho-maria (MA 127 modelo, Marconi, Piracicaba, Brasil) a 60 °C durante
60 min. Ao fim do cozimento, a massa foi centrifugada por 20 min a 10.000 rpm (NT 815
modelo, Novatécnica, Piracicaba, Brasil). O 6leo bruto sobrenadante foi pipetado e submetido
ao refino segundo a adaptacdo da metodologia proposta por Morais et al. (2001) para 6leo de
pescado. Sendo assim, o 6leo foi colocado em um béquer e levado para o agitador magnético
(DT3120H modelo, Diagtech, Sdo Paulo, SP, Brasil), onde permaneceu sob agitacdo constante
por 30 min, até que atingisse uma temperatura de 70 °C. Em seguida, foram adicionados ao
6leo 3 % de &gua destilada a 70 °C mantendo a solu¢do sob agitacdo por 30 min. Ao final desse
periodo, a mistura em temperatura ambiente, foi centrifugada a 10.000 rpm por 5 min para a
separacdo da fase aquosa e obtencao do 6leo refinado.

A determinacdo do rendimento do 6leo bruto foi feita por diferenca entre a massa da
amostra inicial e a massa do 6leo apds a extracdo. O rendimento do 6leo refinado foi calculado
baseado no volume total de 6leo bruto em relagdo ao volume do 6leo refinado obtido. Os

resultados foram expressos em porcentagem (%), em relacéo ao peso da amostra inicial.

4.4  Delineamento experimental

As particulas foram sintetizadas por gelificagdo i6nica com 1,5 % (m/m) de alginato de
sodio, trés diferentes concentragdes (m/m) de MOPN (0, 0,50, 1,0 e 1,5 %) e 10 % m/m de 6leo
de peixe (Tabela 1). Para o recobrimento das esferas foram utilizados 2,0 % (m/m) de quitosana.
Dessa forma, os experimentos foram realizados no Delineamento Inteiramente Casualizado

(DIC) com trés repetigdes, totalizando 12 ensaios.

Tabela 1 — Delinemento experimental das particulas

Emulsao Oléo de peixe Alginato MOPN Agua destilada
(% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m)
A 10 1,5 0 88,5
B 10 1,5 0,5 88,0

C 10 1,5 1,0 87,5
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D 10 15 15 87,0

Fonte: Do autor.

45  Preparo das emulsdes

Alginato de sédio (ALG) e mucilagem de ora-pro-nobis (MOPN) foram dispersos em
agua destilada nas proporcdes indicadas na Tabela 1 e deixados em repouso durante 12 h para
completa hidratacdo dos biopolimeros a temperatura ambiente. Em seguida as solucdes iniciais
foram homogeineizadas a 14000 rpm por 5 min em turrax (marca: Turratec, modelo: TE-102,
Tecnal). Para formar as emulsdes, o 6leo de peixe foi adicionado na proporcdo estabelecida
(Tabela 1) e agitado a 20000 rpm durante 3 minutos. Finalmente cada emulsdo foi imersa em

banho ultrassoénico (Testlab, Modelo TB010, Buenos Aires, Argentina) por 3 min.

4.6  Caracterizacdo das Emulsdes

46.1. Andlise de viscosidade das emulsdes

O comportamento reoldgico das emulsdes foi analisado em triplicata a 25 °C. As
viscosidades das emulsdes foram determinadas usando um viscosimetro rotacional de cilindros
concéntricos (Brookfield DVIII Ultra, Brookfield Engineering Laboratories, EUA). O spindle
SC4-25 foi usado em uma rampa crescente com uma taxa de cisalhamento variando de 3,3 s!
a 55,0 s!. O modelo lei da Poténcia (Eq. 1) foi ajustado aos dados de tensédo de cisalnamento e

taxa de deformacéo para determinar o perfil de fluxo dos fluidos (Steffe, 1996).

o= ky" 1)

Onde o é a tensdo de cisalhamento (Pa), k é o indice de consisténcia (Pa.s"), y € a taxa de

deformacdo (s) e n é o indice de comportamento de fluxo (adimensional).

4.6.2. Estabilidade das emulsdes

A estabilidade das emulsées (ES) foi verificada mantendo os tratamentos por 30 min a
30 e 80 °C em banho aquecido (Solab, mod. SL150, S&o Paulo, Brazil). Apos este periodo as

amostras foram centrifugadas em centrifuga Splabor (sp-701, Brasil) a 1271xg por 10 min, as
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fases distintas foram separadas e pesadas. A ES foi determinada pela Eq. 2 (LIMA JUNIOR et
al., 2013).

ES (%) = Massa da emulsao f.inal (9) £ 100 2
Massa total de fluido (g)

4.6.3. Microscopia das emulsdes

O tamanho e a distribuicao das goticulas de 6leo presentes nas emulsées foram avaliados
por meio de microscopia Optica. Para isto, ldminas contendo aliquotas das emulsdes foram
observadas em um microscépio de luz polarizada modelo BX51 (Olympus, Tokyo, Japao). As
imagens foram capturadas com uma camera fotografica modelo E330-ADU1.2X (Olympus,
Tokyo, Japdo). O tamanho médio das goticulas de 6leo de peixe nas emulsdes foi medido
usando o software ImageJ (NIH, Bethesda, MD).

46.4. Cor

As emulsdes e as particulas de 6leo de peixe foram caracterizadas quanto a coloragdo
por meio de um colorimetro instrumental (Spectrophotometer CM-5, Konica Minolta, Japan).
A escala de cores CIELab foi utilizada para medir os parametros a e b, além do grau de

luminosidade (L*), grau de saturacdo (C*) e angulo de matiz (h°) das amostras.

4.7 Sintese das Particulas

A sintese das particulas na forma de esferas foi realizada pelo método de gelificacéo
ibnica associado a interacdo eletrostatica, que envolve primeiramente o desenvolvimento de
ligacOGes cruzadas entre dois polimeros solliveis em agua com posterior formagdo de um

complexo coacervado com biopolimero de cargas opostas.
4.7.1. Sintese das particulas de alginato e MOPN
A formagdo das particulas foi realizada com o auxilio de uma agulha de 0,45 mm de

diametro acoplada a uma seringa de 10 mL. Dessa forma, as emulsfes foram gotejadas em

solucéo aquosa de CaCl, com concentracdo de 1,5 % (m/m) sob agitagdo magnética. Depois de
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formadas, as esferas permaneceram sob agitacdo no banho de gelificacdo por 30 minutos para
a completa estruturacdo do hidrogel. Em seguida foram lavadas com &gua deionizada e

seguiram para o recobrimento com quitosana.

4.7.2. Recobrimento com quitosana

O revestimento das particulas de alginato e MOPN com quitosana foi realizado segundo
0 método de ZOU et al. (2011). Uma solucédo de quitosana com 2,0 % (m/m) foi preparada em
solucBes de acido acético 2 % (v/v), mantida em agitacdo magnética por 24 horas ou até a
completa dissolugdo do polimero em temperatura ambiente.

As esferas produzidas na etapa anterior (50 g) foram imersas em 200 mL de solu¢édo de
quitosana permanecendo sob agitacdo magnética durante 40 minutos. Em seguida, foram

lavadas com &gua deionizada e filtradas para posterior liofilizacéo e caracterizacao.

4.7.3. Liofilizacdo

Apos o congelamento das particulas a -75 °C por 24 h em Ultra Freezer (Coldlab CL
120-86 V, Brasil), as particulas foram liofilizadas a -30 °C com presséo de vacuo de 0,998 mbar
em um liofilizador Edwards (modelo L4KR, Brasil) por 72 h.

4.8. Caracterizacdo das particulas
4.8.1. Atividade de 4gua
A atividade de &gua (aw) das particulas foi determinada em triplicata usando um
higrometro de ponto de orvalho (Aqualab Decagon Services 3TE, EUA), ap0s as amostras
serem estabilizadas a 25 °C por 30 min.
4.8.2. Analise Morfologica
A morfologia das particulas foi avaliada por meio de microscopia oOptica. Para isto,
laminas contendo esferas secas foram observadas em um microscopio de luz polarizada modelo

BX51 (Olympus, Tokyo, Japdo). As imagens foram capturadas com uma camera fotografica
modelo E330-ADU1.2X (Olympus, Tokyo, Japéo).
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4.8.3. Distribuicdo de 6leo nas particulas

Para avaliar a distribuicdo do 6leo nas particulas, foram quantificados 6leo superficial,
6leo interno e oleo total. O dleo superficial (OS) é definido como o 6leo extraido ap6s agitagdo
em n-hexano sem ruptura da estrutura do hidrogel. Aproximadamente 0,25 g de particulas
foram agitadas em um tubo Falcon com 1,25 mL de n-hexano durante 60 s. O sobrenadante foi
transferido para um tubo previamente pesado e o OS foi determinado por diferenca de massa
apos evaporacao do solvente a temperatura ambiente. O 6leo interno (Ol) foi determinado pelo
método de hidrolise acida descrito em AOAC Official Method 14.019 (1984) com pequenas
modificacdes. As esferas sem 6leo na superficie (obtidas do ensaio descrito acima), foram
adicionadas de 0,25 mL de etanol, 1,25 mL de HCI (37%) e aquecidas a 80 °C por 40 min com
agitacdo constante. Em seguida, foram adicionados 2,5 ml de etanol e resfriadas a temperatura
ambiente. Posteriormente, foram adicionados 3,12 mL de éter de petréleo e 3,12 mL de éter
etilico e as particulas novamente foram agitadas por 60 s. A fase etérea superior foi separada e
filtrada. O Oleo na fase etérea foi quantificado por evaporacdo do solvente a 100 °C e
resfriamento subsequente. Por fim, o éleo total (OT) foi calculado considerando o OS e o Ol
determinados para cada sistema. Todas as medicOes foram feitas em triplicata e expressas em
g de 6leo/100 g de granulos.

4.8.4. Eficiéncia de encapsulacéo
A eficiéncia de encapsulagéo (EE) dos tratamentos foi determinada de acordo a Eq. 3, a

partir da quantificacdo do Oleo presente no interior da particula (Ol) e do 6leo total (OT),

calculado anteriormente.

0l
EE (%) = 57 100 3

4.8.5. Estabilidade oxidativa — Indice de Pero6xido (IP)
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O método de Vasile et al. (2016) com adaptacdes foi empregado para extrair lipidios
totais para ensaios de estabilidade oxidativa. As particulas (0,75 g) foram rompidas na presenca
de 4,27 mL de metanol, 1,5 mL de agua destilada e 1,76 mL de cloroférmio. Apos a
homogeneizacdo, foram adicionados 2,25 mL de &gua destilada e 2,7 mL de cloroférmio. A
fase inferior contendo 6leo em cloroférmio foi coletada e dessorvida por evaporagdo do
solvente a temperatura ambiente até peso constante.

Apo0s a extracdo dos lipideos totais, o indice de peroxido (IP) foi determinado pela
titulacdo do iodo liberado do iodeto de potassio com solucédo de tiossulfato de sédio e expresso
em miliequivalentes de oxigénio ativo contido em 1 kg de 6leo, de acordo com 0 método AOCS
Cd 8-53

4.8.6. Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

As particulas liofilizadas foram submetidas a espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) pela técnica de refletincia total atenuada (ATR) em
espectrofotdbmetro Bruker FTIR (Vertex 70, EUA). A regido do infravermelho analisada foi de

4000 cm ™! a 500 cm™! com 64 varreduras e resolugdo de 4 cm™'.

4.8.7. Andlise Estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a Anéalise de Variancia (ANOVA) e teste de
média Tukey (p < 0,05), empregando o pacote estatistico SAS University Edition (SAS Institute

Inc., Cary, NC, USA). Os gréaficos foram plotados com o auxilio do SigmaPlot (versdo 11).

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Extracdo de MOPN e 6leo de peixe

Observa-se, a partir da Tabela 2 que a extragdo da MOPN apresentou rendimento de
aproximadamente 0,76 %, resultado inferior aos 1,6% e cerca de 1,0% registrados por Martin
et al. (2017) e Lima Junior et al. (2013), respectivamente. Segundo Amaral et al. (2018) a
variacdo no rendimento de extragdo da mucilagem pode ser justificada por mudangas da
composicdo centesimal das folhas de ora-pro-nobis em funcdo da nutricdo do solo e das

flutuacGes climaticas.
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Tabela 2 - Rendimento de extracdo de MOPN e do 6leo de salméo.

Material Rendimento (%)
MOPN 0,76
,Oléo de salmao bruto 20,54
Oleo de salmao refinado 18,36
Processo de refino 89,38

Fonte: Do autor

Quanto ao rendimento do 6leo de salmdo nota-se na Tabela 2 que o valor foi de
aproximadamente 20,54% para o 6leo bruto e 18,36% para o 6leo refinado, resultado muito
semelhante ao encontrado por Linder et al. (2005). Tais autores, ao estudar a extracdo
proteolitica de 6leo de salm&o encontraram um rendimento de dleo bruto de aproximadamente
20%.

5.2. Caracterizacdo das Emulsdes

5.2.1. Viscosidade das emulsdes

Os dados reoldgicos de tensao de cisalhamento e taxa de deformacéo das emulsées com
diferentes concentragdes de MOPN foram analisados, e verificou-se que o modelo Lei da
Poténcia (Tabela 3) apresentou bom ajuste aos dados, uma vez que exibiu elevados coeficientes
de determinacédo (R2 > 0,9741) e valores reduzidos para a raiz quadrada do erro médio (RMSE
<0,2024).

A partir da Tabela 3 observa-se que as emulsdes exibiram perfil de escoamento de um
fluido ndo newtoniano pseudopléstico, ja que os valores de indice de comportamento de fluxo
foram inferioresa 1 (n < 1). O tratamento A apresentou o maior n (0,8666 + 0,025), enquanto
os tratamentos B, C e D exibiram valores reduzidos para este parametro (0,6734 £ 0,022, 0,5451
+ 0,009, 0,4759 + 0.004, respectivamente), indicando que o comportamento pseudoplastico
tende a se intensificar com o0 aumento da concentragdo de MOPN.

Os resultados para o indice de consisténcia do fluido (k) (Tabela 3) exibiram uma relagéo
entre tal parametro e a concentracdo de MOPN, de modo que incrementos na concentragao de
mucilagem ocasionaram um aumento de k, possivelmente devido ao emaranhamento das

cadeias poliméricas causado pelo maior teor de solidos na emulséo.
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Lei da poténcia

Tratamentos
R? RMSE K (Pas") n
A 0,9741 0,1123 0,0741+ 0,009¢ 0,8666+ 0,025?
B 0,9991 0,0620 0,5208+ 0,023° 0,6734+ 0,022°
C 0,9993 0,0963 1,7774+ 0,062° 0,5451+ 0,009¢
D 0,9989 0,2024 4,1549+ 0,085° 0,4759+ 0.004¢

R? coeficiente de correlagdo, RMSE raiz quadrada do erro médio, k é o indice de consisténcia (Pas") en é o
indice de comportamento de fluxo (adimensional). Médias seguidas de mesmas letras mindsculas na coluna
nado diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Fonte: Do autor

Comportamento semelhante ao encontrado no presente trabalho foi observado por

Junqgueira et al. (2018). Ao empregar diferentes concentracées (0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0%

m/m) de MOPN para formar emulsfes, os autores observaram que todos os tratamentos

apresentaram escoamento pseudoplastico, que se tornou mais evidente com o aumento da

concentracdo do hidrocoloide. Segundo os autores, a reducdo de n ocorre devido a um

acréscimo na concentracdo de proteinas e polissacarideos na fase continua da emulsdo. Além

disso, a MOPN também gerou um aumento nos valores de k, que foi justificado pelo incremento

no teor de solidos na emulsdo gerando uma restricdo do movimento molecular devido ao

emaranhamento entre as cadeias poliméricas.

Figura 2 - Curvas de fluxo: (a) Relacdo entre a tensdo de cisalhamento e taxa de deformacéo

das diferentes emulsdes, (b) Relacdo entre a viscosidade aparente e taxa de deformacdo das

diferentes emulsdes.
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Fonte: Do autor.

A partir dos reogramas (Figura 2), nota-se que a relagéo entre tenséo de cisalhamento e
taxa de deformagdo segue uma curva convexa, além disso, observa-se o decréscimo da
viscosidade aparente com o aumento da taxa de deformacdo confirmando a conduta
pseudoplastica deste tipo de emulsdo. Segundo Steffe et al. (1996), fluidos pseudoplasticos em
repouso apresentam moléculas desordenadas e maior viscosidade. No entanto, se determinada
tenséo for aplicada sobre o fluido, as moléculas tendem a se ordenar na dire¢do da forca aplicada
reduzindo a resisténcia ao escoamento e consequentemente diminuindo a viscosidade aparente,
sendo assim, quanto maior a tensdo aplicada, maior é a ordenacdo e menor € a viscosidade
aparente da solucao.

Na Figura 2 (b) também verificou-se que incrementos na concentracdo de MOPN
resultaram em maiores valores para a viscosidade da solucdo, o que se deve ao fato deste
hidrocoloide possuir alta capacidade de retencdo de agua, aumentando as interacdes
intermoleculares e ligagcBes de hidrogénio em meio aquoso. O mesmo comportamento foi
observado por Lago et al. (2018) e Oliveira et al. (2019) em estudos empregando a MOPN para
obtencdo de emulsdes e filmes poliméricos. Os autores verificaram que acréscimos no teor de
MOPN aumentaram substancialmente a viscosidade do sistema coloidal e das solugdes

filmogénicas.

5.2.2. Estabilidade das emulsdes

Por meio da Tabela 4 é possivel observar que houve diferenca significativa (p<0,05)

entre os tratamentos para a estabilidade das emulsdes tanto em 30 °C quanto em 80 °C. Nota-
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se que a emulsao A foi a menos estavel nas duas temperaturas analisadas, sendo a mesma isenta
de MOPN. Além disso, observa-se que o aumento de MOPN nos tratamentos potencializou a
estabilidade das emulsdes, sendo que, para ambas as temperaturas o tratamento D, com maior
porcentagem de MOPN, obteve a maior estabilidade.

Junqueira et al. (2018) e Silva et al. (2019) obtiveram resultados semelhantes ao
avaliarem a estabilidade de emulsdes formadas por mucilagem obtidas por folhas e frutos de
ora-pro-nobis, respectivamente. Tais autores notaram que a concentracdo de hidrocoloide teve
uma influéncia significativa na estabilidade das emulsdes e que 0 aumento da concentracdo de

mucilagem aumentou a estabilidade das emulsGes formadas.

Tabela 4 - Estabilidade das emulsdes com diferentes
concentracdes de MOPN.

Estabilidade (%)

Tratamentos 30°C 80°C
A 17,08 + 1,54¢ 13,99 + 1,76°
B 23,76 + 2,05¢ 25,44 + 2,35P
C 26,31 + 1,68 26,17 + 2,20°
D 30,00 + 3,222 35,40 + 3,622

Médias seguidas de mesmas letras mindsculas na coluna ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey (p<0,05).
Fonte: Do autor.

Segundo Silva et al. (2019) o aumento da estabilidade pode estar relacionado com a
maior quantidade de proteinas presentes nas emulsées com mais MOPN. As moléculas de
proteina sdo capazes de se difundir em solugdo e adsorver na interface, modificando sua
estrutura tridimensional de forma a expor residuos de aminoéacidos hidrofilicos a por¢do aquosa
e residuos de aminoacidos hidrofébicos a fase oleosa. Devido a isso, a tensdo interfacial do
sistema € reduzida e a formacgdo de um sistema coloidal, como emulsdes, & possivel. Dessa
forma, maior quantidade de proteinas presentes em solucéo e disponiveis para estabilizar a
interface contribui para maior estabilidade das emulsdes (LAM e NICKERSON, 2013). Além
disso, aumentar a concentracdo de mucilagem no meio torna a fase continua da emulsdo mais
viscosa, dificultando a movimentacao das gotas de 0Oleo e retardando os efeitos da floculagéo,
coalescéncia e consequente separacao de fases (SILVA et al. 2019).

5.2.3. Microscopia das emulsdes



34

Os didmetros médios das goticulas de 6leo de salmdo presentes nas emulsfes foram
obtidos por meio das micrografias de luz e estdo dispostos na Tabela 5.

Tabela 5 — Diametro médio das goticulas de 6leo das emulsdes com diferentes concentracfes
de MOPN.

Tratamentos Diametro (um)
A 2,97 0,032
B 1,84 +0,06"
C 1,32 +£0,02°
D 0,86 + 0,02¢

Médias seguidas de mesmas letras minusculas na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Fonte: Do autor

Nota-se que todos os tratamentos foram estatisticamente diferentes entre si (p<0,05) e
que o incremento da concentracdo de MOPN reduziu gradativamente o diametro médio das
goticulas de 6leo. Além disso, na Figura 3 (a) é possivel perceber que o aumento da
concentracdo de mucilagem da emulsdo influenciou na formacdo de uma grande quantidade de
gotas de 6leo com didmetro menores, confirmando maior estabilidade das emulsGes ricas em
MOPN.

Isto se deve ao fato de que maior quantidade de proteina (agente de superficie) fica
disponivel na solucdo quando mais mucilagem é utilizada, favorecendo a estabilizacdo do
sistema por reduzir a tensdo superficial e formar goticulas de 6leo com didmetro menor
(MCCLEMENTS, 2015). Concei¢do et al. (2014), usando uma técnica microscopica,
mostraram que para emulsdo com 2% de MOPN, o didmetro das gotas variou entre 2 — 10 um.
Jungueira et al. (2018) relataram que a faixa de distribui¢do do diametro da gota de 6leo para a
emulsdo preparada com uma concentracdo de 1% (m/m) de MOPN diminuiu consideravelmente
em comparagao com 0,5% (m/m) e que houve um aumento da frequéncia relativa dos didmetros
compreendidos entre 1 — 11 pum, resultando em emulsdes mais homogénea e estaveis. Sendo
assim, verifica-se que os resultados encontrados no presente trabalho corroboram com os
disponiveis na literatura para MOPN, ja que os diametros obtidos experimentalmente (0,86 +
0,02 a 2,97 = 0,03 um) compreendem-se dentro da faixa encontrada por Conceicéo et al. (2014)

e Junqueira et al. (2018).

Figura 3 — Emulsdes elaboradas com diferentes concentragdes de MOPN (0 a 1,5% (m/m)).
(@) Micrografia de luz das emulsbes (400x); (b) Observacdo visual das emulsbes apos
homogeneizacao; (c) Caracteristicas visuais das particulas obtidos de cada emulséo.
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b)

¢)

Fonte: Do autor.

5.2.4. Cor

Os parametros de cor L*, a*, b*, C* e h* obtidos para as emulsdes e para as
particulas estdo dispostos na Tabela 6. No espaco de cores, L* indica translucidez que é definida
como a propriedade dos materiais de transmitir e dispersar a luz, e varia de objetos totalmente
transparentes a opacos (HUTCHINGS, 2011). A partir da Tabela 6 verifica-se que aumentando
a concentracdo de MOPN, o parametro L apresentou uma diminuicdo correspondente ao
escurecimento observado para emulsdes. Tais amostras tornaram-se mais opacas, 0 que pode
estar relacionado ao diametro das goticulas de 6leo. De acordo com Chanamai e McClements
(2000), o tamanho da gota de d6leo em uma emulsdo contribui para as propriedades
macroscopicas, como cor e opacidade. Além disso, Rao e McClements (2012), em estudos de
nanoemulsdo, observaram uma diminuicdo da transparéncia e consequente opacidade da
amostra, com o aumento da concentracdo de 6leo e do didmetro das gotas de 6leo formadas. O
aumento da opacidade também foi observado para as particulas com maiores concentracdes de
MOPN o que, segundo Lago et al. (2019) e Lima Junior et al. (2013) pode ser justificado pela
coloracéo escura exibida por este hidrocoloide.
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Tabela 6 — Parametros de cor para emuls@es e particulas com diferentes concentracdes de MOPN.

Tratamentos L* a* b* C* h*
" A 74,39 +0,09° 3,03+0,02° 19,35+0,06° 1958+0,06° 81,08+ 0,08
g B 64,76 £0,09° 4,42+0,03® 22,60+0,08° 23,02+0,09 78,93+ 0,05
E C 60,30 +0,17° 4,76 £0,07* 22,02+0,30° 22,53+0,31* 77,81 +0,03°
D 59,14 +0.51¢ 4,67 £0,04* 21,40+0,22° 21,90+0,23° 77,68 +0,03°
A 55,78 +0,18° 9,06 +£0,03% 32,23+0.09° 33,48+0.09° 74,30 +0,01°
s B 40,29 +0,00° 6,42+0,03° 24,61+0.01° 2543+0,00° 7541+0,01°
‘§ C 26,58 +0,21° 579+0,05° 19,33+0,02° 20,18 +0,01* 73,32 +0,16°
. D 24,71 £0,02¢ 464+0,06° 16,78+0,079 17,41+0,068 74,57 +0,24

Médias seguidas de mesmas letras mindsculas na coluna para emulsdes ou particulas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey

(p<0,05).
Fonte: Do autor.

Ainda, na Tabela 6 nota-se que tanto as emulsdes, quanto as particulas apresentaram
coloracdo avermelhada e amarela, indicada pelos valores positivos de a* e b* e pelos valores
de h* préximos de 90°. Vale ressaltar que a* aponta a variacdo de cor entre vermelho (+a*) e
verde (-a*), b* denota a variacao entre amarelo (+b*) e azul (-b*), o angulo Hue (h*) assinala
a tonalidade e demonstra que valores proximos de 90° estdo relacionados a cores proximas do
amarelo e por fim o parametro croma (C*) indica a intensidade de uma determinada cor.

Os resultados encontrados no presente trabalho eram esperados, ja que a coloragdo
vermelha amarelada é caracteristica de 6leo de salmé&o devido ao alto teor de astaxantina (3,3'-
dihidroxi-caroteno-4,4'-diona) que consiste em um carotenoide de cor rosa avermelhada (HAQ
et al., 2017). Os valores médios dos parametros de cor do 6leo de salmédo analisado neste
trabalho também confirmam a influéncia deste 6leo na coloracéo das emulsdes e particulas (a*
= 6,22 + 0,02; b*= 26,82 + 0,09; C* 27,53 £ 0,09; e h* 76,94 + 0,03).

Ademais, esta coloracdo vermelha amarelada também pode ter sofrido influéncia da
MOPN, ja que Lima Junior et al. (2013) mostrou em seus estudos que h* dos extratos de MOPN
indicava coloracdo vermelha e amarela, antes e apos a filtragdo em coluna de carvdo ativada e
Silva et al. (2019) relataram um valor de angulo Hue de 81,56 + 0,05 para a mucilagem dos

frutos de ora-pro-ndbis, valor muito préximo aos encontrados neste trabalho.

5.3. Caracterizacdo das Particulas
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5.3.1. Atividade de agua

Como € bem conhecido, a oxidacéo lipidica de 6leos ou alimentos oleosos ¢é altamente
afetada pela atividade de 4gua (Aw). Em ambientes muito secos ou muito umidos, a taxa de
oxidagdo lipidica ¢ acelerada. Porém em umidades intermedidrias, proximas ao teor de 4gua da
monocamada, a oxidac&o lipidica atinge um minimo (VASILE et al., 2016). Nesta condicéo, a
agua hidrata os ions metalicos diminuindo sua capacidade catalitica, liga-se aos hidroperoxidos
interferindo na sua decomposi¢éo e blogueia 0s poros e capilares para a difusdo do oxigénio
livre dificultando o progresso da oxidacao lipidica (DOBARGANES et al., 2003).

Os resultados para a Aw (Tabela 8) das particulas com éleo de salméo demostra que ndo
houve diferenca significativa entre os tratamentos e, portanto, as amostras sdo igualmente
susceptiveis a oxidacdo lipidica com base neste parametro. Segundo Velasco et al. (2009), a
faixa méxima de Aw para protecdo de lipidios em alimentos tem sido considerada entre 0,2 e
0,35, valores muito proximos aos obtidos neste trabalho (0,348 + 0,012 a 0,364 + 0,005),
indicando que as particulas conferem certa protecdo ao 6leo de salmdo. Resultados semelhantes
foram obtidos por Vasile et al. (2016) ao encapsular 6leo de peixe utilizando alginato, quitosana
e goma de Prosopis alba. Os autores observaram que as particulas de alginato de sédio e
quitosana apresentaram Aw de 0,368, ja as particulas adicionadas de goma de Prosopis alba
mostraram uma Aw de 0,453.

5.3.2. Microscopia da particula

A concentracdo de polimeros empregada influencia diretamente na morfologia das
particulas, podendo alterar o formato, o tamanho e a regularidade superficial das particulas
(SARKER et al., 2014).

A partir da Figura 4, percebe-se que as particulas apresentaram um formato esféerico
irregular, com superficie porosa, sendo que os tratamentos com maior teor de MOPN exibiram
paredes mais rugosas. A maior rugosidade de particulas também foi observada por Sarker et al.
(2014) empregando alginato de sodio e gelatina para sintese de microesferas. Os autores
observaram que concentracdes mais elevadas de gelatina em detrimento de alginato geraram
microparticulas com estrutura irregular e mais rugosa, associada a interacdo entre 0s

biopolimeros.

Figura 4 — Micrografia de luz das particulas.
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Trat A Trat B Trat C Trat D

Fonte: Do autor.

A partir da Tabela 7 nota-se que os didmetros médios das particulas variaram de 1,04 a
1,53 mm e os maiores valores foram registrados para as particulas com maior concentracdo de
MOPN, o que possivelmente ocorreu devido a elevada viscosidade dessas emulses. Em seus
estudos, Davarci et al. (2017) mostraram que o diametro das particulas analisadas aumentou a
medida em que houveram acréscimos na concentracao de biopolimero, bem como incrementos
na viscosidade das solugdes formadoras de particulas. Os autores ainda afirmaram que solucbes
com viscosidades muito altas (> 500 mPa.s) sdo dificeis de bombear e podem causar
deformac6es nos granulos, o que explica o formato esférico irregular dos tratamentos ricos em
MOPN.

Vasile et al. (2016) encontraram resultados semelhantes quanto a morfologia de suas
particulas. Suas esferas de alginato e quitosana com auséncia ou presenc¢a de goma de Prosopis
alba apresentaram forma esférica e tamanho uniforme com didmetros de 1,13 £ 0,07 ¢ 1,49 +
0,06 mm, respectivamente. A particula com goma de Prosopis alba exibiu caracteristicas de
material seco, enquanto os granulos sem goma mostraram-se 0leosos e pegajosos. Este
comportamento também foi registrado no presente trabalho, no qual as particulas sem MOPN
apresentaram excesso de 6leo em sua superficie.

Por fim, verificou-se que as particulas com MOPN apresentaram uma estrutura mais
densa que pode ser relacionada a presenca de polissacarideos em sua composicdo. Segundo
Vasile, Judis e Mazzobre (2017) os polissacarideos presentes em hidrocoloides podem atuar
preenchendo vazios na rede polimérica, dando origem a uma estrutura mais densa e compacta.
De acordo com esses autores, particulas formadas somente por alginato apresentam grandes
poros, todavia, na presenca de gomas as cavidades se tornam menores e uniformemente
distribuidas o que pode ter relagdo com as propriedades emulsionantes do hidrocoloide. Sendo
assim, emulsdes mais estaveis ddo origem a particulas com estrutura mais densa, o0 que

corrobora com os resultados encontrados no presente trabalho.
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Tabela 7 — Didmetro medio das particulas com diferentes concentragdes de MOPN.

Tratamentos Diametro (mm)
A 1,04 +0,09°
B 1,17 £0,07°
C 1,42 0,142
D 1,53 +0,102

Médias seguidas de mesmas letras minudsculas na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Fonte: Do autor

5.3.3. Distribuicdo de 6leo na particula

O efeito da formulagdo na distribuicdo de 6leo na particula é um aspecto importante a
ser estudado, pois foi constatado que a proporcdo de 6leo de superficie tem um efeito
significativo na estabilidade oxidativa global de um determinado produto, especialmente para
6leos encapsulados altamente susceptiveis a oxidacdo (VELASCO et al., 2009). Ademais,
Calvo et al. (2012) descobriram que a distribuicdo de 6leo em granulos depende principalmente
das propriedades da matriz encapsulante.

No presente trabalho, o tratamento D, que possui a maior quantidade de MOPN,
apresentou a menor fragdo de dleo livre: a quantidade de 6leo na superficie foi de 14,21 + 0,89
9/100 g particulas em comparacdo ao tratamento A que ndo apresentava MOPN em sua
formulacdo e continha 21,55 + 2,21 ¢/100 g particulas. A mucilagem promoveu a maior
retencdo de 6leo durante a etapa de liofilizacdo, resultando em quantidades de 6leo interno de
65,08 + 1,52, 64,36 + 1,40 e 63,41 + 1,32 g 6leo encapsulado/100 g granulos, para 0s
tratamentos B, C e D, respectivamente. Tais tratamentos foram estatisticamente iguais, sendo
diferentes apenas do tratamento A (sem adicdo de MOPN) que apresentou 52,96 + 4,39 g 6leo
interno/100 g de particulas. Quanto ao 6leo total, observa-se novamente que 0s tratamentos que
continham MOPN apresentaram uma quantidade de Oleo superior ao tratamento sem esse
hidrocoloide, indicando novamente que a mucilagem auxiliou na encapsulacdo de uma maior
guantidade de 6leo nos hidrogeis e consequentemente, as particulas com MOPN foram menos

oleosas e pegajosas durante 0 manuseio.

Tabela 8 — Caracterizacdo das particulas com diferentes concentragdes de MOPN.

Trat

oS ol oT EE IP Aw
(9/100 g) (9/100 g) (9/100 g) (%) (MEq/Kg)
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O m >

O

Oleo

2155+221% 5296+439° 7451+6,11° 71,09+161° 9,12+0,32° 0,348 +£0,0122
18,36 +0,68%®° 65,08 +1,52® 83,44+218  78,00+0,28° 10,11+2,76° 0,364 + 0,005
17,35 +£1,09 64,36 +1,40° 81,71+0,50® 78,77 +1,41® 6,11+1,64 0,363 + 0,006°
14,21 +0,89° 6341+1,32® 77,62+1,69®° 81,69+0,95 247+0,86° 0,361+ 0,007

- - - - 18,0 + 3,46% -

Meédias seguidas de mesmas letras mindsculas na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Fonte: Do autor.

Vasile et al. (2016) também verificaram que a presenca do hidrocoloide de Prosopis
alba diminuiu a quantidade de 6leo superficial de 7,87 + 0,47 para 1,68 + 0,04 (g/100 g
particulas) e aumentou a quantidade de 6leo interno de 72,22 + 2,82 para 76,42 + 1,75 (g 6leo
encapsulado/100 g particulas) quando comparado ao tratamento sem a goma. Em um estudo
posterior, tais autores reafirmaram que a utilizacdo da goma de Prosopis alba permitiu a
obtencdo de particulas com menor teor de 6leo superficial e maior percentual de éleo interno,
o que foi justificado pelas propriedades emulsionantes desta goma (VASILE; JUDIS e
MAZZOBRE, 2017)

Segundo Vasile, Judis e Mazzobre (2017) as propriedades das emulsdes podem afetar
a distribuicdo de 6leo nas particulas de forma que emulsdes mais estaveis, com tamanho de gota
minimo reduzem o 6leo ndo encapsulado na superficie das particulas. Além disso, outros
autores observaram que uma emulsdo estabilizada evita a difusdo de gotas de Oleo para a
superficie durante a formacdo da crosta de gel, aumentando a eficiéncia de encapsulacédo
(AGHBASHLO et al., 2012) e reduzindo as perdas ativas durante a geracdo dos granulos.
Portanto, pode-se afirmar que o fato da MOPN formar emulsGes estaveis com goticulas de 6leo
pequenas contribuiu para melhorar a capacidade de retencdo de 6leo na matriz de hidrogel,
diminuindo o teor de 6leo superficial nas particulas. Ainda, a mucilagem pode ter contribuido
na etapa de liofilizacdo reduzindo a contracdo do gel aumentando assim a retengéo de 6leo na

estrutura interna das particulas secas, como foi relatado nos estudos de Chan (2011).

5.3.4. Eficiéncia de encapsulacéo

A partir da Tabela 8, & possivel notar que a menor eficiéncia de encapsulagédo foi
registrada para o tratamento A, enquanto o maior valor foi observado para o tratamento D,
indicando que a presenca e 0 aumento da concentracdo da MOPN contribuiram para uma maior

retencédo de Oleo nos hidrogeis.
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A retencdo de Oleo do interior da particula e consequentemente a eficiéncia de
encapsulagdo tem sido relacionada as caracteristicas estruturais dos granulos, bem como a
efetividade do processo de gelificagdo (CHAN, 2011). A esse respeito a MOPN provavelmente
promove a formacdo de uma barreira no hidrogel, melhorando a densidade de gelificacéo
devido a interagOes entre alginato de sédio e mucilagem e também devido a presenca de
polissacarideos em sua composi¢cdo. Como mencionado anteriormente, os polissacarideos
presentes nos hidrocoloides podem atuar preenchendo os espacgos vazios na rede polimérica
favorecendo a formacdo de uma matriz mais compacta. Além disso, Pongjanyakul e
Puttipipatkhachorn (2007) afirmam que a adicdo de gomas a matriz de alginato aumenta a
tortuosidade do material encapsulante limitando a difuséo do principio ativo. Assim, a MOPN
também poderia estabelecer pontes de hidrogénio intermoleculares com outros polieletrolitos
na matriz do hidrogel aumentando a tortuosidade e dificultando a saida do 6leo. Ainda, as
melhores propriedades emulsificantes das blendas compostas por ALG e MOPN provavelmente
contribuem para a maior retengdo, proporcionando uma barreira fisica na interface 6leo/agua
que dificulta a difusdo do dleo.

Estudos como os de Pongjanyakul e Puttipipatkhachorn (2007) e Vasile, Judis e
Mazzobre (2017) corroboram com os resultados encontrados neste trabalho. No primeiro
estudo, os autores verificaram uma melhor capacidade de aprisionamento das particulas de
alginato adicionadas de goma xantana como excipiente e o incremento na concentragdo deste
hidrocoloide implicou em aumentos na eficiéncia de encapsulacdo dos hidrogeis. Da mesma
forma, o segundo estudo observou uma melhor retencdo de Oleo de peixe em particulas
contendo goma de Prosopis alba. A eficiéncia de encapsulacdo passou de 89,95 + 0,6% para
98,63 + 0,0% quando o hidrocoloide foi adicionado na composigédo dos granulos.

5.3.5. Estabilidade Oxidativa - indice de Peréxido

A estabilidade do 6leo de peixe encapsulado foi avaliada através do indice de perdéxido
(IP) que indica a quantidade de produto resultante da oxidacéo primaria. Assim, quanto maior
o indice de peroxido maior a oxidag&o e, quanto menor o indice de peréxido maior a estabilidade
oxidativa.

Observou-se na Tabela 8 que a encapsulagdo proporcionou a diminuigdo da oxidacao
do 6leo de salmdo, uma vez que o 6leo livre apresentou um IP muito superior (18,0 + 3,46 mEq
de O./Kg de 0leo) aos Oleos encapsulados. Além disso, verificou-se que o aumento na

concentracdo da MOPN também contribuiu para melhorar a estabilidade oxidativa do 6leo de
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salmdo, sendo o tratamento com maior adicdo de MOPN (Trat D), o que obteve o menor IP
(2,47 £ 0,86 mEq de O2/Kg de 6leo) e consequentemente a maior estabilidade oxidativa. Este
resultado é justificado pela capacidade do material de parede reter o lipidio em sua estrutura
interna, bem como seu papel como barreira a difusdo de oxigénio. Como visto anteriormente,
incrementos na concentracdo de MOPN contribuiram para uma estrutura mais densa que
favoreceu a retencdo de 6leo no interior do hidrogel, protegendo o principio ativo da oxidagdo
lipidica. Além disso, a estrutura mais compacta pode atuar como uma barreira ao oxigénio,
impedindo a difusdo do mesmo para o interior das particulas. Gallardo et al. (2013) relataram
que uma maior estabilidade oxidativa foi parcialmente explicada por uma menor
permeabilidade ao oxigénio da matriz que pode ser modulada pela composi¢do polimérica da
matriz encapsulante.

Ainda, de acordo com Vasile et al (2016) a luz também pode ter um impacto
significativo na formacéo dos produtos de oxidagdo priméria. Os autores revelaram que os 6leos
de peixe encapsulados em matrizes de alginato, quitosana e goma de Prosopis alba, foram mais
estaveis quanto a oxidacao lipidica o que esté relacionado a capacidade de retencdo de 6leo da
goma, mas também esta ligado a presenca de pigmentos naturais, principalmente taninos e
polifendis, que podem desempenhar um papel importante como filtro de luz, evitando o efeito
catalitico da luz na foto-oxidagdo lipidica e contribuindo para explicar a protecdo lipidica
observada. Resultados semelhantes foram relatados por Jiménez-Aguilar et al. (2011) que
analisaram a protecdo da cor em extrato de mirtilo encapsulado com goma alfarroba.
Novamente a coloracdo do hidrocoloide influenciou na protecdo do principio ativo contra a
oxidacdo. Partindo deste principio, a coloracdo escura da MOPN pode ter contribuido para a
maior estabilidade oxidativa do dleo de salméo e 0 aumento da MOPN, implicou em particulas

mais escuras que auxiliaram para a obtencdo de IP mais baixos.

5.3.6. Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier - FTIR

Os espectros de FTIR obtidos no presente trabalho (Figura 5) foram comparaveis aos
relatados por Silva et (2019) e Vasile et al (2016). Verificou-se uma banda ampla de absorc¢éo
préximo a 3300 cm! referente ao estiramento do grupo OH, demonstrando a afinidade do ALG
e da MOPN por moléculas de agua, propriedade tipica de componentes hidrofilicos (SAHA e
BHATTACHARYA, 2010; SILVA et al., 2019). Em 3012 cm™ observa-se o estiramento de
=CH cis presentes nas multiplas liga¢fes duplas dos acidos graxos poliinsaturados, ja nos picos
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2927 e 2857 cm! verifica-se o estiramento das ligagdes CH dos esqueletos de metil e metileno
presentes nos lipideos, o que revela a presenga do 6leo de salmé&o nas particulas sintetizadas.

Em 1598 cm™ vemos o alongamento de CO ou a vibragao assimétrica de COO presentes
no alginato e na MOPN. E possivel notar que este pico é maior para o Tratamento A e sofre
uma reducdo para os tratamentos B, C e D, que provavelmente esta relacionado ao processo de
gelificacdo de ALG e MOPN com o ion célcio, indicando que a MOPN atua juntamente com o
ALG na formacéo das particulas.

O pico em 1420 cm™ est4 relacionado a deformacéo axial simétrica da ligagdo COO-
caracteristica de polissacarideos como ALG e MOPN (NASTAJ et al., 2016). Também
observou-se uma ligeira diminui¢do deste pico para os tratamentos acrescidos de MOPN o que
pode acontecer devido a interagdes entre o alginato e a mucilagem. Em torno de 1250 cm™
verificou-se uma banda referente a interacao eletrostatica entre os grupos amino protonados da
quitosana e os grupos carboxilato dissociados do alginato de sodio e mucilagem de ora-pro-
nobis (VASILE et al., 2016). Proximo a 1080 cm™ e 1026 cm™ notou-se picos que demostram
a vibracdo do estiramento CO e C-O-C grupo presentes na MOPN e no ALG (SILVA et al.,
2019; VASILE et al., 2016).

De uma forma geral, a mudanca da intensidade de alguns picos, mostra que houve uma
interacédo entre alginato e MOPN e as semelhangas nos espectros FTIR de todos os tratamentos
ndo revelam interacdes entre 6leo de peixe e materiais de parede. De acordo com Aghbashlo et
al. (2012), isso poderia evidenciar que o 0leo de peixe esta fisicamente aprisionado em ambos

0s sistemas.

Figura 5 - Espectroscopia no infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)
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Fonte: Do autor.

6. CONCLUSAO

Foi possivel sintetizar hidrogéis utilizando mucilagem de ora-pro-nobis, alginato e
quitosana. Os resultados indicaram que a mucilagem atuou juntamente com o alginato de sodio
na reticulagdo das cadeias, confirmando sua capacidade de interagir com outros polimeros e
com a agua para formacao de géis.

A andlise reoldgica das emulsdes precursoras dos hidrogéis mostrou que maiores teores
de MOPN formaram emulsdes com comportamento pseudoplastico, mais viscosas e mais
estaveis. A presenca da MOPN melhorou as propriedades do material de parede,
proporcionando maior retencdo de 6leo de peixe nas particulas, bem como maior protecdo do
principio ativo contra a oxidacao lipidica.

O presente trabalho fornece informacgdes uUteis sobre as propriedades funcionais da
mucilagem estudada, mostrando seu potencial de aplicacdo no desenvolvimento de novos
sistemas de encapsulamento, com os beneficios adicionais que resultam do uso de um recurso

pouco utilizado, renovavel e economicamente viavél.
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Por fim, as propriedades das particulas sintetizadas evidenciam que as mesmas podem
ser aplicados na encapsulagdo de oléos, bem como para 0 encapsulamento de aditivos
alimentares e compostos bioativos. Ademais a sua aplicacdo no enriquecimento de alimentos
com baixos teores de 6mega-3 faz-se de interesse principalmente para grupos da terceira idade,
podendo ser empregado por exemplo em azeite, que possui pouco dmega-3 quando comparado
a outros 0leos vegetais.
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