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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O consumo regular de &cido graxos poli-insaturados (PUFAs) -3 estd associado a diversos
efeitos benéficos, principalmente em relacdo a prevencdo de doencas cardiovasculares (VAZ
et al., 2014). Entre as fontes vegetais de PUFAs da categoria ®-3, pode-se citar o 6leo de
linhaca, cuja composicdo apresenta de 47 a 58% de acido alfa-linolénico (ALA, C18:3)
(ZHANG et al., 2011). Entretanto, a alta suscetibilidade deste 6leo a oxidacéo lipidica limita
suas aplicacbes em matrizes alimentares, visto que o processo de oxidacdo promove
alteracbes sensoriais desfavoraveis, além de originar produtos reacionais potencialmente
toxicos e off-flavours indesejaveis (VELLIDO-PEREZ et al., 2021). Assim, a tecnologia de
microencapsulacdo tem se demonstrado promissora, garantindo uma maior protecdo do 6leo
contra as condigdes ambientais existentes no armazenamento e/ou processamento. A escolha
de materiais de parede adequados, por sua vez, influencia diretamente na eficiéncia do
encapsulamento e, consequentemente, na estabilidade das microparticulas (CHANG,;
NICKERSON, 2018). Estudos de Corstens et al. (2017) e McClements (2004) revelaram que
0 uso de emulsGes multicamadas, formadas pela deposicdo eletrostatica de duas ou mais
camadas interfaciais, confere maior protecdo aos compostos microencapsulados do que as
emulsBes tradicionais, compostas por uma Unica camada interfacial. Por outro lado, o
emprego de proteinas de origem vegetal na formulacdo das microparticulas, como a proteina
presente no gérmen de alfarroba, possibilita abranger a crescente demanda das dietas
vegetarianas, veganas e flexitarianas. Além disso, sabe-se que a hidrdlise proteica é capaz de
melhorar as propriedades funcionais e nutricionais das proteinas vegetais, aumentando, por
exemplo, as atividades antioxidantes e a capacidade emulsificante (CONDE; PATINO, 2007,
CUI et al., 2022, WANG et al., 2022). Dessa forma, a presente pesquisa possui como objetivo
analisar 0 uso da proteina hidrolisada de alfarroba na elaboracdo de emulsdes multicamadas,
que serdo posteriormente utilizadas na microencapsulacdo de 6leo de linhaca pelo processo de
spray drying.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Obtencao dos hidrolisados proteicos: A hidrolise enzimética da proteina concentrada e
desengordurada de alfarroba (CPC) foi monitorada utilizando o método do pH-stat (ADLER-
NISSEN, 1986). Apds a preparacdo da solucdo proteica (10 g/100 mL), ajustou-se o pH para
8,0 e agitou-se a suspensao por 1h a temperatura ambiente visando a hidratacdo das proteinas.
Posteriormente, a suspensdo foi condicionada a temperatura de 50°C e pH 8,0 e iniciou-se a
hidrolise com a adicdo da protease de Bacillus sp. (2 g/100 g de proteina). Quando atingido
um grau de hidrolise (GH) de 2%, a enzima foi inativada a 85°C por 10 min, seguido por
resfriamento em banho de gelo. O produto obtido pela hidrolise foi denominado hidrolisado
proteico de alfarroba (CPH).

2.2 Obtencdo das emulsdes multicamadas: As emulsdes foram obtidas pela técnica de
multicamadas. Primeiramente, preparou-se as solugGes proteicas (CPC ou CPH) em &gua
destilada e ajustou-se o pH para 2, abaixo do ponto isoelétrico da proteina de alfarroba. As
solugdes proteicas, assim como as dispersdes de pectina (PE) e maltodextrina (MD), foram



agitadas durante a noite a temperatura ambiente. Apos isso, a emulsdo primaria foi preparada
pela mistura do Oleo e suspensdo proteica aquosa contendo CPC ou CPH e, entdo,
homogeneizada a 20000 rpm durante 4 minutos em homogeneizador rotor-estator (Ultra-
Turrax IKA, USA). A emulsdo secundaria foi obtida misturando a emulsdo priméaria com as
solugdes de PE e MD, seguido de homogeneizacdo semelhante. No caso das emulsfes com
uma Unica camada interfacial, ndo houve adigcdo de PE. Por fim, ajustou-se o pH para 2 e
submeteu-se a emulsdo a uma nova homogeneizagdo a 20000 rpm por 4 min. Dessa forma,
obteve-se 4 formulagbes distintas; CPCME (OLEO+CPC+PE+MD); CPHME
(OLEO+CPH+PE+MD); CPCSE (OLEO+CPC+MD); CPHSE (OLEO+CPH+MD). As
emulsbes multicamadas apresentaram em sua constitui¢cdo 5% de proteina (CPH ou CPC), 1%
de pectina, 29% de maltodextrina e 10% de 6leo. Ja as emulsdes simples foram formadas por
5% de proteina (CPH ou CPC), 30% de maltodextrina e 10% de 6leo.

2.3 Caracterizagao das emulsdes multicamadas:

2.3.1 Tamanho de gota: O tamanho médio das gotas de 6leo foi determinado utilizando um
dispositivo de difracdo a laser (Malvern Mastersizer 2000, Malvern Instruments Ltd., Reino
Unido). O diametro médio das gotas foi representado como o didmetro médio da superficie do
volume (D3,2 - Diametro de Sauter). O indice de Polidispersividade (PDI) também foi
determinado.

2.3.2 Estabilidade da emulséo: A estabilidade das emulsdes foi avaliada pelo instrumento de
varredura oOptica Turbiscan ASG (Formulaction, Franca). As medidas da intensidade da luz
retroespalhada foram realizadas por 24 horas a 25°C e 880 nm. Visando estudar o processo de
desestabilizacdo da emulsdo, avaliou-se os perfis de retroespalhamento (BS) nos seguintes
periodos: 0, 10, 20, 30, 40 e 50 min; e 1, 2, 3, 4, 5 e 24h. O indice de Turbiscan (TSI) ap6s 5h
de preparacéo da emulsdo também foi medido.

2.4 Microencapsulacdo do 6leo de linhaca: As emulsdes foram secas em um spray dryer de
escala laboratorial (Lab Plant SD-06A, Reino Unido) sob as seguintes condic¢des: temperatura
do ar de entrada de 180 °C + 2 °C e temperatura de saida de 100 °C £ 2 °C, com vazdo de
liquido de 485 mL/h. A atomizacdo das emulsdes na camara de secagem foi feita por ar
comprimido a 2,8 bar, através de um bico atomizador duplo-fluido com diametro interno de
1,0 mm. O sistema foi alimentado com as emulsGes por uma bomba peristaltica. A fim de
avaliar o processo de microencapsulacdo, determinou-se a eficiéncia de encapsulacdo (EE),
baseada na quantidade de 6leo ndo encapsulado presente na superficie das microparticulas,
sendo o teor de Oleo superficial nas microparticulas quantificado de acordo com Bae e Lee
(2008). Para isto, cerca de 1,5 g de po foi disperso em 15 mL de hexano e submetido a
agitacdo por 2 min. Entéo, filtrou-se a mistura em papel filtro e lavou-se a fase solida retida
duas vezes com 20 mL de hexano. O solvente foi evaporado em temperatura ambiente até
peso constante. Por fim, calculou-se a eficiéncia de encapsulacdo como o percentual de 6leo
presente no interior da particula em relacdo ao adicionado na emulsdo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Tamanho de gota



Conforme a Tabela 1, as emulsdes apresentaram valores de D3> na faixa de 3,89 a 5,37
um. Desse modo, pode-se afirmar que os emulsificantes utilizados na formulacdo foram
devidamente adsorvidos na interface das gotas de Oleo, formando um filme capaz de
estabilizar a emulsdo (OKURO et al., 2019).

Tabela 1 - Diametro de Sauter (D3,2), indice de Polidispersividade (PDI) e indice de Turbiscan (TSI) das
emulsdes simples e multicamadas.

Amostras D (3,2) (nm) PDI TSI(sh)
CPCME 4,20+0,102 4,82+0,21° 1,26+0,22?2
CPHME 3,89+0,02° 4,87+0,73? 2,59+0,73°
CPCSE 5,37+0,05° 2,52+0,04° 6,23+0,52°
CPHSE 4,81+0,11¢ 2,55+0,12° 7,10+0,47¢

Resultados expressos como média + desvio padréo.

No caso das emulsdes multicamadas, observou-se menores valores de Dz» quando
comparado com as emulsdes compostas por uma Unica camada interfacial, independente do
processo de hidrolise. Entre os possiveis motivos para tanto, pode-se citar o0 aumento da
viscosidade da emulsdo devido a adicdo de pectina. Segundo Galves et al. (2021),
viscosidades maiores reduzem a mobilidade e as interacfes entre as gotas de 6leo, impedindo
fendmenos de coalescéncia e floculacdo. Além disso, esses fendmenos também sdo inibidos
pela presenca de um revestimento secundario, o qual aumenta a repulsdo eletrostatica e
estérica entre as gotas (XU et al., 2016).

3.2 Estabilidade das emulsdes

Por meio dos perfis de retroespalhamento das emulsdes (Figura 1) e dos valores de
TSI ap6s 5h (Tabela 1), verificou-se que as emulsées multicamadas s&o mais cineticamente
estaveis que as emulsbes simples. Esse resultado pode ser relacionado aos fatores citados
anteriormente: reducdo da mobilidade das gotas devido & maior viscosidade do sistema
multicamada (GALVES et al., 2021), além do aumento da repulsdo eletrostatica e estérica
entre elas como consequéncia do revestimento secundério (XU et al., 2016).
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Figura 1 - Perfis de retroespalhamento das emulsfes simples e multicamadas. Fotos das emuls@es foram tiradas
apos 24h.



Além disso, nos sistemas multicamadas observou-se um aumento do tamanho das
gotas logo depois do preparo das emulsdes, devido aos processos de coalescéncia, floculagdo
e amadurecimento de Ostwald (GOMES; KUROZAWA, 2020). No caso da amostra CPCME
isto ocorreu apos 4h, sem migracdo das gotas para a parte superior do tubo, e a separacdo de
fases tornou-se visivel somente depois de 24 horas. Entretanto, para a amostra CPHME,
verificou-se a migracdo das gotas com 4 horas de analise, o que indica a quebra da estrutura
da emuls&o.

E valido ressaltar ainda que a hidrélise diminuiu a estabilidade das emulsdes (CPHME
e CPHSE). Entre as possiveis causas deste fenbmeno pode-se citar a perda da capacidade
emulsificante, derivada da formag&o de peptideos hidrofilicos durante o processo de hidrélise,
0 que a enfraquece a adsorcdo proteica na interface O/A e, consequentemente, favorece o
fendmeno de coalescéncia das gotas de 6leo (PANYAM; KILARA, 1996).

Todavia, de forma geral, a aplicacdo de multicamadas apresentou uma maior
influéncia na estabilidade das emulsdes do que o processo de hidrélise. No caso das emulsdes
simples verificou-se valores mais altos de TSI apds 5h, e a separacdo de fases foi detectada a
partir de 2 horas apds o preparo.

3.3 Eficiéncia de encapsulacéo

Todas as amostras se mostraram adequadas para a microencapsulacdo do 6leo de
linhaca, apresentando valores de EE superiores a 64% (Figura 2). Sendo assim, a
microencapsulacdo foi capaz de reter o dleo dentro da estrutura das microparticulas durante a
secagem.
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Figura 2 - Eficiéncia de encapsulacdo do 6leo de linhaca microencapsulado por spray drying.

A aplicacdo de sistemas multicamadas ndo foi capaz de melhorar a EE, visto que 0s
valores de EE ndo exibiram diferenca estatistica entre as emulsbes simples (CPCSE e
CPHSE) e multicamadas (CPCME e CPHME). Isto, por sua vez, pode ser devido a alta
variabilidade do parametro EE, o qual é fortemente dependente da relagdo 6leo/material de
parede (GALVES et al, 2021). Como essa propor¢cdo e as condigdes de secagem
permaneceram semelhantes para todas as amostras, ndo se observou uma variacdo
significativa da EE em funcdo da quantidade de camadas interfaciais.

A hidrélise, por outro lado, aumentou a EE em cerca de 10% para as amostras
CPHME e CPHSE. Esse resultado pode ser explicado pelo menor peso molecular da proteina
hidrolisada, o que possibilita uma rapida difusdo e formacdo de um filme de protecdo do 6leo
durante o processo de secagem, evitando, assim, que o Gleo encapsulado migre para a
superficie das microparticulas (LIU et al., 2010).



4. CONCLUSAO

Em comparagdo com as emulsdes simples, as emulsdes multicamadas demonstraram
um tamanho de gota menor e uma maior estabilidade ao longo do tempo. As emulsdes
contendo a proteina hidrolisada apresentaram uma leve piora na estabilidade, visto que os
peptideos com menor peso molecular podem ndo ser capazes de formar um filme
viscoelastico estavel na superficie das gotas. Entretanto, a hidrdlise gerou um aumento da EE
durante a secagem por spray drying, ao possibilitar a rapida formacdo de um filme de
protecdo do Odleo. Portanto, conclui-se que as emulsdes multicamadas estabilizadas com
hidrolisados sd@o uma boa alternativa para a microencapsulacéo e protecdo do 6leo de linhaca.
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