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RESUMO

SOUZA, Mateus Ferreira. Perfil de acidos graxos do 6leo de chia encapsulado
em particulas de acido estearico. 2014.31f. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Curso Superior de Engenharia de Alimentos), Departamento de Alimentos,
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Campo Mourao, 2014.

A encapsulacao de acidos graxos poli-insaturados (PUFA,
PolyUnsaturatedFattyAcid) € descrita na literatura como uma alternativa para
aumentar sua estabilidade durante processamento e armazenamento. Fontes
alternativas de PUFAs, como a chia (Salviahispanica L.), possuem propriedades
promissoras, contudo a encapsulacdo do seu 6leo necessita ser melhor avaliada.
Nesse trabalho, 6leo de chia foi extraido e encapsulado em microparticulas lipidicas
(acido estearico como encapsulante) obtidas por homogeneizacdo a quente
utilizando ultrassom (120 W, 3 minutos de sonicacéo). Apos liofilizacao, o perfil de
acidos graxos das particulas foi analisado por Cromatografia Gasosa (padrao interno
de tricosanoato de metila) e comparado ao perfil do 6leo de chia in natura. O 6leo in
natura apresentou elevados teores de 6mega-3 e 6mega-6, que foram efetivamente
encapsulados nas particulas de acido estearico.

Palavras chave: microparticulas sdlidas lipidicas (SLM), microencapsulacéo,
aditivos alimentares, 6mega-3, 6mega-6.



ABSTRACT

SOUZA, Mateus Ferreira. Fat acids profile of chia oil encapsulated in estea  ric
acid particles. 2014.31f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Curso Superior de
Engenharia de Alimentos), Departamento de Alimentos, Universidade Tecnoldgica
Federal do Parana. Campo Mouréo, 2014.

The encapsulation of polyunsaturated fatty acids (PUFA) is described in the literature
as an alternative to increase their stability during processing and storage. Alternative
sources of PUFAs, such as chia (Salvia hispanica L.), have promising properties, but
their encapsulation needs further evaluation. In this work, chia oil was extracted and
encapsulated in lipid microparticles (stearic acid as encapsulant) obtained using the
hot homogenization technique using ultrasound (120 W, 3 min sonication). After
lyophilization, the fatty acids profile of the particles was analyzed by Gas
Chromatography (methyl tricosanoateas internal standard) and compared to the in
natura chia oil. The in natura oil presented high levels of omega-3 and omega-6
which were effectively encapsulated in the stearic acid particles.

Keywords: solid lipid microparticles, SLM, microencapsulation, food additives,
O0mega-3, 6mega-6.



Figura 1 —

Figura 2 —

Figura 3 —

Figura 4 —

Figura 5 —

Figura 6 —

LISTADE FIGURAS

Perfil de concentracéo relativa de tocoferol, dienos e trienos
conjugados e produtos de hidrdlise em relacdo a temperatura
para 0 0leo de chiain natura .............ccccceeeeiiiiiiee e,
Cromatograma do Oleo de chia in natura(antes da
(<] Tor= Vo YU F= Tot= o ) IR
Cromatogramas do 6leo de chia in natura e das particulas
contendo o 6leo de chia encapsulado ...........ccceeeeeeeiiciciinnnnnnee,
Cromatogramas do 6leo de chia ndo encapsulado e das
particulas contendo o 6leo de chia encapsulado .....................
Imagem de microscopia otica das particulas contendo Gleo
0 ChIAL ..
Espectros do 6leo de chia in natura, das particulas contendo
0 Oleo encapsulado e de particulas de acido esteérico obtidas

sem a adicdo do 0leo de chia ........ccccceovviiiiiiiiiiii

22

23

24

25

26



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — ConcentragBes de &cidos graxos no 6leo de chia in natura
(antes da encapsulacao) ..........eueeeiiiiiiiieeeeeeee e 23
Tabela 2 — Recuperagcdo percentual e eficiéncia de encapsulacdo do

OMEQAa-3 € OMEYA 6 ...vvviiiiiieie et 25



SUMARIO

1
2
2.1
2.2
3
4
4.1
4.2
4.3
4.4
4.5
4.6
4.7

5.1
5.2
5.3

1 EE{0] 51071 O 11
(012N ] =5 1Y 1S TR 12
OBJIETIVO GERAL ..ottt st n e 12
OBJETIVOS ESPECIFICOS ....cooivieeeeeeeeeee e et 12
REVISAO BIBLIOGRAFICA ......coviveiteeeeeeee e, 13
MATERIAL E METODOS ......ocoiiiiieiieee ettt 17
MATERIAL ...ttt ettt n e n s 17
EXTRACAO DO OLEO DE CHIA ...t 17
DEGRADACAO TERMICA ..ottt 18
OBTENGCAO DAS PARTICULAS ......ooiiitieeeeeeeeeeee e, 18
ESPECTROSCOPIA E MICROSCOPIA OPTICA ....coooevieceeeeeeeeeeeas 19
ESTERIFICACAO E CROMATOGRAFIA GASOSA ......coooveveereeeenen, 19

RECUPERACAO E EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO DE OMEGA-3 20
E OMEGA=6 .ottt e e e,

RESULTADOS E DISCUSSAOD ......covviveieeeeie e ee et 22
DEGRADACAO TERMICA ......ooviieiieeeeeeeeee ettt 22
PERFIS CROMATOGRAFICOS .......oovveveieiieeeeeceeee e, 23
CARACTERIZACAO DAS PARTICULAS ......oooveveeecee e, 26
(070N (0] I ST 0] =1 TR 28

REFERENCIAS ..ottt e et e e e et e e e et e e e e et e e e nenes 29



11

1.INTRODUCAO

A opcéo por adquirir alimentos funcionais tem direcionado o mercado no
sentido de ampliar a oferta de produtos acrescidos de dmega-3, antioxidantes, fibras
dietéticas e outros componentes com alto valor nutritivo. As sementes da Salvia
hispanica L. ou chia tem sido estudada principalmente por causa da qualidade de
seu Oleo (CAPITANI et al., 2012; RODEA-GONZALEZ et al., 2012), pois a maior
parte de seus constituintes sdo triglicerideos, nos quais acidos graxos poli-
insaturados estdo presentes em maiores propor¢des, como por exemplo, o contetdo
de &cido linolénico (Omega-3) esta entre 60 e 68% (CAPITANI et al., 2012). Os
acidos graxos poli-insaturados (PUFAs) tais como o Omega-3 tém ajudado na
reducdo de triacilglicerol e concentracdo de colesterol no soro sanguineo, além
disso, -apresenta efeito benéfico em relacdo a doencas coronarias, hipertenséo, e
desordens inflamatérias, tais como a colite ulcerativa (BORNEO et al., 2007).

Contudo, os acidos graxos poli-insaturados sao suscetiveis a oxidacao
durante o processamento e armazenamento, resultando em diminuicdo do valor
nutricional e da qualidade sensorial. A encapsulacdo mostra-se como uma
alternativa de protecéo destes lipidios contra a oxidacdo (GOKMEN et al., 2011) ja
que através da encapsulacdo, aditivos reativos, sensiveis ou volateis como o0s
PUFAs podem tornar-se estaveis. Existem varias metodologias para obtencédo de
microparticulas ou nanoparticulas lipidicas tais como a homogeneizacdo de alto
cisalhamento e ultrassom, homogeneizagdo sob alta pressdo, homogeneizacdo a
quente, homogeneizagdo fria e emulsificacdo com evaporagdo de solvente
(TAMJIDIet al., 2013; MEHNERT; MADER, 2001), cada uma com as suas vantagens
e possibilidades para a industria de alimentos.

No caso do Oleo de chia, é preciso determinar a eficiéncia de encapsulacdo
dos seus principais acidos graxos, o 6mega-3 e o 6mega-6, a fim de verificar se
ambos sao encapsulados nas mesmas propor¢cdes na matriz sélida. Aléem disso, é
preciso verificar ainda se as condi¢cdes de obtencdo como a aplicacdo de ultrassom,

podem levar & degradacéo de algum destes compostos.
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2.0BJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Encapsular o 6leo de chia em particulas de acido estearico.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Extrair o Oleo de chia a partir das sementes;

Avaliar a degradacgéo térmica na temperatura em que as particulas sao obtidas;

Caracterizar as particulas em relacdo ao tamanho e morfologia;

Comparar o perfil de acidos graxos do 6leo encapsulado com o perfil do 6leo

antes da encapsulagéo (in natura);
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3.REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nos ultimos anos a tendéncia dos consumidores sobre a escolha de alimentos
funcionais ou nutracéuticos apresentou um aumento associado principalmente a
busca pela satde e bem estar (MARTINEZ et al., 2012). Esta tendéncia pode ser
vista claramente no mercado com o fornecimento de produtos que se distingue pelo
seu teor de 6mega-3, antioxidantes, fibras dietéticas e outros componentes com alto
valor nutritivo, e que podem contribuir para prevenir doencas cardiovasculares,
respiratérias, cancerigenas, entre outros (CARRILLO-NAVAS et al., 2012).

A Salvia hispanica L. ou chia é nativa da regido que se estendia do centro
oeste do México até o norte da Guatemala onde foi amplamente utilizada pelos
povos nativos para diversos fins, dentre eles a alimentacdo (MARTINEZ et al., 2012;
CAPITANI et al., 2012; RODEA-GONZALEZ et al., 2012; AYERZA; COATES,
2011).A chia tem sido estudada principalmente por causa da composicdo de seu
6leo (MARTINEZ et al., 2012). A chia tem aproximadamente 30g de 6leo para cada
100g de semente (MARTINEZ et al., 2012), a maior parte dos constituintes de seu
Oleo séo triglicerideos, nos quais acidos graxos poli-insaturados estao presentes em
maiores propor¢des (URIBE et al., 2011), como por exemplo, o contetddo de acido
linolénico (Omega-3) esta entre 60 e 68% (MARTINEZ et al., 2012; AYERZA,;
COATES, 2011; IXTAINA et al., 2011) e o contetdo de &cido linoleico (Omega-6)
esta por volta de 20% (AYERZA; COATES, 2011).

Os &cidos graxos poli-insaturados (PUFAs) tais como o Omega-3 tem ajudado
na reducdo de triacilglicerol e concentracdo de colesterol no soro sanguineo.
Observou-se seu efeito benéfico em relagcdo a doencas coronarias, hipertensao,
arritmia, e desordens inflamatérias, tais como a colite ulcerativa (BORNEO et al.,
2007). Contudo, os &cidos graxos poli-insaturados sdo suscetiveis a oxidacao
durante o processamento e armazenamento, resultando em diminuicdo do valor
nutricional e da qualidade sensorial. A encapsulacédo € util no desenvolvimento de
produtos alimentares funcionais através da administracdo de compostos bioativos,
tais como vitaminas, antioxidantes e enzimas (GOKMEN et al., 2011; GOUIN, 2004).
Através da encapsulacdo, aditivos reativos, sensiveis ou volateis (ex: Omega-3 e
Omega-6) podem tornar-se estaveis (GOUIN, 2004). Portanto, a encapsulagio
mostra-se como uma alternativa de protecdo destes lipidios contra a oxidacao
(GOKMEN et al., 2011; ZIMET; LIVNEY, 2009).
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Existem varias metodologias para obtencdo de microparticulas solidas
lipidicas (SLM) tais como a homogeneizagdo de alto cisalhamento e ultrassom,
homogeneizacéo a alta pressdo, homogeneizacdo quente, homogeneizacéao fria e a
emulsificacdo com evaporacdo de solvente (TAMJIDI et al., 2013; MEHNERT,;
MADER, 2001).

Na encapsulacédo utilizando lipidios solidos como matriz, o processo de
cristalizacdo ou recristalizacdo do lipidio reduz a solubilidade do composto a ser
encapsulado, levando geralmente a sua expulsdao quando em altas concentragoes.
No caso da incorporacdo de PUFAs, a cristalizagdo completa do lipidio soélido
encapsulante € desfavorecida pela presenca do Oleo, gerando uma estrutura
cristalina menos ordenada ou uma estrutura de um sélido amorfo (TAMJIDI et al.,
2013). O método de homogeneizacdo a quente tem a vantagem de ndo necessitar
de solventes orgéanicos que poderiam contaminar o produto final. Contudo, a
degradacdo térmica do 6leo encapsulado deve ser avaliada com cautela, apesar de
0 tempo de exposicdo a temperaturas elevadas ser relativamente curto (MULLER,
RADTKE; WISSING, 2002).

Vérios trabalhos tém mostrado que moléculas de acido graxo podem ser
protegidas da oxidacdo através da encapsulacdo. Bornéu et al. (2007) aplicaram
acidos graxos 6mega-3 encapsulados em biscoitos recheados com creme, 0s
trabalhos demonstraram que foi possivel produzir alimentos fortificados com vida de
prateleira estavel contendo altos niveis de dmega-3, sem qualquer efeito adverso
sobre as propriedades sensoriais.

Carrillo-Navas et al. (2012) observaram boa estabilidade da emulsao
contendo Oleo de chia como fase organica para nanoencapsulacdo de acido
ascorbico, utilizando a técnica de emulsdo dupla (fase aquosa/fase organical/fase
aguosa) e utilizando Panodan SKD como surfactante solivel em agua e PGPR 90
como surfactante soluvel na fase organica. Gokmen et al. (2011) observaram uma
reducdo na termoxidacédo dos acidos graxos 6mega-3 nanoencapsulados provindos
de Oleo de linho durante a confeccdo de produtos de panificacdo. Particulas
manométricas contendo Oleo de peixe foram produzidas utilizando a técnica
homogeneizagéo a alta pressdo (MUCHOW et al., 2009), e apresentaram diametro
que podem favorecer a absorcdo no intestino. Os autores comentaram que a

encapsulacdo também minimizou o odor e sabores indesejaveis de peixe.
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Rodea-Gonzalez et al. (2012) produziram microparticulas contendo 6leo de
chia através da técnica encapsulacéo por spray dry, utilizando proteina de soro de
leite e polissacarideo concentrado como matrizes. Este estudo fornece dados
importantes sobre a obtencdo de emulsdes estaveis de 6leo de chia em agua, que
apos a secagem por pulverizagcdo proporcionam microcapsulas com boa eficiéncia
de encapsulacéo.

Salminen e colaboradores (2013) produziram nanoparticulas contendo 6leo
de peixe pela técnica de homogenizacdoa alta pressao, utilizando lecitina de soja
como surfactante e taurodeoxicolato de sodio como co-surfactante. Os autores
foram capazes de inibir significativamente a oxidacdo dos lipidios instaveis
incorporados (6mega-3) sem a utilizacdo de antioxidantes, somente alterando o
comportamento de cristalizacdo da particula solida. Aléem disso, sdo citados outros
estudos relacionados a concepgdo de encapsulacdo de compostos bioativos
lipofilicos suscetiveis a oxidagdo que indicam que a encapsulagcdo pode aumentar o
tempo de armazenamento dos acidos graxos 6mega-3 em alimentos e permitir a sua
suplementacdo em uma maior variedade de alimentos em concentracbes mais
elevadas.

Ainda em relacdo a degradacgdo térmica do 6leo encapsulado, esta deve ser
avaliada na temperatura de obtencdo das microparticulas lipidicas. Técnicas como a
espectroscopia ultravioleta-visivel tem a vantagem de serem rapidas e baratas,
contudo os espectros UV-Vis de 6leos degradados apresentam uma variedade de
sinais misturados. Isso ocorre devido aos varios compostos formados durante a
degradacdo de 6leos comestiveis. Tais sinais podem ser separados entre si através
de métodos quimiométricos como a Resolucdo Multivariada de Curvas (MCR, do
inglésMultivariate Curve Resolution). Esses métodos possuem a capacidade de
recuperar valores de concentracdo relativa de compostos e seus respectivos
espectros puros dentro da amostra (MARCO et al., 2014). O comportamento térmico
de 6leos pode ser avaliado em relacdo a produtos de degradacdo como dienos e
trienos conjugados e outros produtos de hidrélise (GONCALVES; MARCO;
VALDERRAMA, 2014)

E possivel perceber que a protecdo de compostos oxidaveis através da
encapsulacdo é uma alternativa promissora, contudo € preciso avaliar se todos os
acidos graxos presentes em um Oleo complexo como o0 caso da chia séo

encapsulados da mesma forma. E preciso ainda avaliar se o 6leo de chia n&o sofre
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degradacdo devido a temperatura necessaria para a encapsulagcédo pelo método de
homogeneizacao a quente.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. MATERIAL

As sementes de chia (app. 200g) foram adquiridas no comércio local. Acido
estearico (Vetec, 95%) e Tween 80 (Dindmica, 97%) foram utilizados como lipidio sélido
e surfactante na formulac&o das particulas, respectivamente. Agua destilada, fosfato de
soédio monobasico e dibasico (Vetec, 99,5%) foram utilizados no preparo da solucéo
tampédo, que foi utilizado como fase continua na producdo das particulas. Metanol
(Isofar, 99,8%), cloroférmio (Proquimicos, 99,8%), cloreto de amonio (Proquimicos, PA),
acido sulfurico (Vetec, 95%) foram utilizados na esterificacdo e brometo de potassio
(Sigma-Aldrich, padrdo espectrofotométrico) foi empregado nas andlises no FTIR.
Tricosanoato de metila (C 23:0) (Sigma-Aldrich, padrdo cromatografico) foi utilizado
como padrao na cromatografia gasosa. Os padrdes utilizados para identificagdo dos
acidos graxos presentes nas amostras (6leo de chia in natura e particulas) na
cromatografia gasosa foram: miristato de metila (C 14:0), palmitato de metila (C 16:0),
estearato de metila (C 18:0), éster metilico de &cido oleico (C 18:1), éster metilico de
acido elaidico (C 18:1), éster metilico de &cido linoleico (C 18:2),linolelaidato de metila
(C 18:2), linolenato de metila (C 18:3), araquidato de metila (C 20:0) e behenato de
metila (C 22:0) (Sigma-Aldrich, F.A.M.E.mix C 14-C 22).

4.2. EXTRACAO DO OLEO DE CHIA

Primeiramente a umidade das sementes de chia triturada foi determinada
através de uma balanca com infravermelho (Gehaka, 1V2000). A umidade foi
corrigida para 80% pela adicdo de agua destilada. Em seguida, a extracdo foi
realizada de acordo com a metodologia descrita por Bligh&Dyer (1959). Pesou-se
15g de semente de chia triturada e acrescentou-se 30 mL de metanol e 15 mL de
cloroféormio sob agitacdo magnética por 5 minutos. Posteriormente, foram
adicionados 15 mL de cloroférmio e agitou-se novamente por 2 minutos; por fim, 15
mL de &gua foram acrescentados e agitou-se por 5 minutos. A solucéo foi filtrada em
funil de Bluchner adicionando-se 10 mL de cloroférmio na torta e agitando-se por 5
minutos e, em seguida, filtrando novamente a torta. Esse procedimento foi realizado

duas vezes, com a finalidade de extrair o 6leo restante presente na torta. Por fim, o
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filtrado foi transferido a um funil de separacdo e o sistema foi mantido em repouso
por 24h, quando a fase orgéanica foi separada e evaporada em evaporador rotativo (-
400 mmHg e 35°C). O d6leo de chia foi armazenado em frasco protegido da luz a -
10°C.

4.3. DEGRADACAO TERMICA

O objetivo dessa analise € avaliar a degradacdo do 6leo na temperatura em
que as particulas serdo produzidas (75°C).

As amostras de 0leo de chia foram aquecidas da temperatura ambiente até a
temperatura de 75°C e aliquotas foram retiradas nas temperaturas de 30, 40, 50, 60,
70 e 75°C. Espectros na regido ultravioleta-visivel (OceanOptics, Red Tide USB 650
UV) foram obtidos e a formacdo de produtos de degradacdo foi avaliada. Os
espectros do Oleo de chia nessas temperaturas foi avaliado pelo método de
Resolugcdo Multivariada de Curvas com MinimosQuadrados Alternantes (MCR-ALS,
do inglés Multivariate Curve ResolutionwithAlternatingLeast-Squares) conforme
descrito por Goncalves, Marco e Valderrama (2014). As bandas do espectro
recuperado pelo MCR foram atribuidas aos respectivos compostos conforme
Valderrama et al. (2011).

4.4. OBTENCAO DAS PARTICULAS

A obtencdo de particulas contendo 6leo de chia encapsulado foi realizada
pela técnica de dispersdo a quente conforme descrito por Gonzalez-Mira et al.
(2010) com algumas modificacbes. A fase aquosa foi preparada dissolvendo-se
0,300 g de Tween 80 em 25 g de solucao tampao fosfato (pH = 7,4) e aquecendo a
75°C sob agitagdo branda. Separadamente, um reator encamisado de borossilicato
foi conectado a um banho termostatico a 75°C e 0,625 g de acido esteérico foi
adicionado e fundido. O 6leo de chia (0,625 g) foi entdo adicionado ao reator e
mantido sob agitacdo branda por 1 minuto. Em seguida, a fase aquosa foi
adicionada ao reator e mantida sob agitacdo branda por 3 minutos a fim de se
formar a macroemulsdo da fase lipidica na fase aquosa. A sonicacdo (Fisher-

Scientific — UltrasonicDismembrator 120 W com ponta de 1/8”) foi realizada por 3
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minutos em regime de pulsos (30 segundos ligada e 10 segundos desligada). A
mistura sonicada foi vertida em béquer em banho de gelo para resfriamento e
formacao das particulas, o resfriamento ocorre até 40 °C, pois a esta temperatura o
acido esteérico esta totalmente no estado solido. Parte da dispersédo das particulas
foi liofilizada para analise. Particulas foram também obtidas pelo mesmo
procedimento, porém sem a adicdo do Oleo de chia para as analises de FTIR e

Cromatografia Gasosa.

4.5.ESPECTROSCOPIA E MICROSCOPIA OPTICA

A espectroscopia de infravermelho foi utilizada para avaliar qualitativamente a
presenca do Oleo de chia nas particulas. Para preparar as pastilhas foram
adicionados 100 mg de KBr seco e 1 mg de amostra liofilizada (ou do 6leo in natura).
A andlise foi realizada em espectrofotdmetro Shimadzu (IR Affinity-1) de 4000 a 400
cm™com 32 varreduras acumuladas para formar o espectro final. Foram produzidas
3 pastiihas para cada amostra. Imagens das particulas foram obtidas por
microscopia oOptica (BIOVAL, L2000A) acoplado a uma camera digital (DCM130E)

utilizando o software ScopePhoto.

4.6.ESTERIFICACAO E CROMATOGRAFIA GASOSA

A quantificacdo dos acidos graxos nas amostras foi realizada por
Cromatografia Gasosa (CG) com o uso de tricosanoato de metila (23:0) como
padrao interno de acordo com o método de transesterificacdo de Hartman e Lago
(1973), descrita em Milinsk (2007). Os ésteres metilicos de acidos graxos (EMAGS)
foram separados no cromatografo e identificados por comparacdo do tempo de
retencdo e adicdo de padrdes (Sigma-Aldrich, F.A.M.E. Mix C14-C22). Foi utilizado
um cromatégrafo gasoso (Shimadzu, GC-2010 Plus AF) equipado com injetor capilar
Split/Splitless, detector de ionizacdo por chama (FID), controlador de fluxo e presséo
automaticos e coluna capilar com fase 100% dimetil-polisiloxano, modelo Rtx-1 (30
m X 0,25mm X 0,25um). Outras condi¢cdes de inje¢cdo dos ésteres, bem como o0s
fluxos dos gases (White Martins) de arraste (hidrogénio), do auxiliar (nitrogénio) e os

da chama (hidrogénio/ar sintético) foram realizados conforme Milinsk (2007).
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Incialmente foram adicionados num tubo de ensaio 1000 yL do padréo
1mg/mL em isoctano, sendo o solvente evaporado sob fluxo de nitrogénio. Na
sequéncia, foram pesados entre 20 a 30 mg de 6leo, sendo adicionado 4 mL de
solucdo aquosa de NaOH 0,5 mol/L em metanol, agitando-se por 30 segundos e
aquecido em refluxo por 5 minutos. Posteriormente, foram adicionados 5,0 mL do
reagente de esterificacdo, e a mistura foi agitada por 30 segundos e novamente
aguecida em refluxo por mais 5 minutos. Em seguida, foram adicionados 4mL de
solucéo saturada de NaCl e agitacao por 30 segundos. A fase organica foi coletada,
0 solvente evaporado em evaporador rotativo e o residuo foi removido sob fluxo de
nitrogénio gasoso. Os ésteres metilicos foram solubilizados em n-heptano para
posterior injecdo no cromatografo gasoso. As transesterificacdes foram realizadas

em triplicata.

4.7.RECUPERACAO E EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO DE OMEGA-3 E
OMEGA-6

A recuperacgdo percentual (Rec%) de &cidos graxos € definida como a relacéo
entre a quantidade adicionada (tedrica) e a quantidade realmente presente ao final
da encapsulacdo, avaliando possiveis perdas durante o processo. Para tanto, a
dispersdo das particulas em agua foi liofilizada e uma aliquota de 20 a 30 mg das
particulas secas foi esterificada conforme descrito acima. Na Equacao 1, [AG]ra € a
concentracdo do &cido graxo total presente nas particulas e [AGlwesrico € @
concentragcdo de 4cidos graxos adicionado para a obtencdo das particulas. Ambas

foram determinadas por Cromatografia Gasosa.

[AG]real
Rec (%) = 100 ———— 1
° [AG]teérico ( )
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Para o célculo da eficiéncia de encapsulacdo (EE%, Equacdo 2), uma
aliguota da dispersdo de particulas foi filtrada em filtros Amicon (100 kDa de
diametro de corte) utilizando uma centrifuga de eppendorf (Minispin Eppendorf) a
14500 rpm por 15 min. O liquido filtrado contendo os &acidos graxos nhao
encapsulados foi pesado e esterificado conforme descrito anteriormente. Na
Equacao 2, [AG]ea € a concentracdo do acido graxo total presente nas particulas e
[AG]hz0 encapsulado € @ concentragdo de acido graxo que atravessou o filtro, ou seja,

nao foi encapsulado nas particulas.

[AG]real - [AG]nﬁo encapsulado (2)

EE(%) = 100
° [AG]real
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5.RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. DEGRADACAO TERMICA

A Figura 1 apresenta os dados de degradacédo térmica do oOleo de chia in
natura (antes da encapsulacdo) em relacdo ao aquecimento. Os dados foram
obtidos através dos espectros do 6leo de chia nas temperaturas de 28, 30, 40, 50,
60, 70 e 75 °Ce posteriormente obteve-se espectros ao longo do tempo mantendo o
Oleo de chia a 75 °C durante 2 horas. Os dados obtidos foram avaliados pelo método
de Resolucdo Multivariada de Curvas com Minimos Quadrados Alternantes (MCR-
ALS, do inglés Multivariate Curve ResolutionwithAlternatingLeastSquares)

(Valderrama et al. 2011).
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Figura 1 - Perfil de concentragéo relativa de  (—) tocoferol, dienos e trienos conjugados e

produtos de hidrolise ( ) em relagdo a temperatura para o 6leo de chia  in natura.

Vale ressaltar que a preocupacao com a degradacdo do 6leo existe porque 0
método de encapsulacéo escolhido necessita de aquecimento e o 6leo de chia é rico
em &cidos graxos insaturados. Foi possivel determinar a presenca de tocoferol
(IXTAINA et al., 2011) e que sua concentracdo iniciou a decair apds aquecimento a
75T por duas horas. Também foi detectada a formacéa o de produtos de degradacéo
dienos e trienos conjugados e produtos de hidrolise (VALDERRAMA et al., 2011),
apenas no ultimo ponto experimental, ou seja, apds a amostra ser aquecida a 75C
por duas horas, Valderrama et al. (2011) também detectou a formacgéo de produtos
de degradacédo em oOleo vegetais. Levando em conta que o 0leo de chia permanece
aguecido por aproximadamente 7 minutos, os dados demonstram que ndo ocorre
degradacdo apreciavel do 6leo de chia durante o procedimento de obtencdo das

microparticulas.
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5.2. PERFIS CROMATOGRAFICOS

Oleo de chia in natura. O cromatograma do O6leo de chia antes da
encapsulacdo (in natura) é apresentado na Figura 2. As concentracdes dos acidos

graxos (AG) identificados sé@o apresentados na Tabela 1.

2,09 Cc18:3n-3
1,54 C18:2 n-6
S
>3 1.0 C16:0
>
o
C23:0
0,5 - C18:1 n-9
C18:0
1  c140 ™ C20:0 CZ/‘Z:O
% A LJ, |
5 10

tempo de retencao (min)

Figura 2 - Cromatograma do 6leo de chia in natura(antes da encapsulagao).

Tabela 1 — Concentracdes de acidos graxos no 6leod e chia in natura (antes da encapsulacao).

Acido graxo Concentracdo (Mg ac/Jeeo)
C14:0 0,1+0,0
C16:0 12,3+ 1,0
C18:0 4,9+ 0,4
C18:1 n-9 9,2+0,1
C18:2 n-6 33,1+2,1
C18:3n-3 107,2+ 10,6
C20:0 0,4+ 0,0
C22:0 0,1+0,1
c23:0' -

t padréo interno (tricosanoato de metila).
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A extracdo do Oleo das sementes de chia resultou em um rendimento de
19,8%. E possivel observar na Figura 2 os picos correspondentes aos acidos
linoléico (6mega-6)e alfa-linolénico (6bmega-3)nos tempos de retencdo de
aproximadamente 12 minutos e 14 minutos, respectivamente. Como esperado, as
sementes de chia possuem altas concentragcbes de Omegas 3 e 6, sendo
consideradas fontes valiosas desses acidos graxos insaturados. A concentracdo de
Omega-3 encontrada foi em torno de 64% em relacdo ao total de acidos graxos,

resultado condizente com o descrito na literatura (CAPITANI et al., 2012).

Encapsulacdo do o0leo de chia. As Figuras 3 e 4 apresentam os perfis de

acidos graxos das particulas liofilizadas contendo 6leo de chia e o perfil de acidos
graxos ndo encapsulados, respectivamente. O cromatograma do 6leo de chia antes
da encapsulacdo é reapresentado para melhor comparacdo. Os valores de
recuperacédo percentual (Rec%) e eficiéncia de encapsulacao (EE%) para o dmega-3

e Omega-6 sdo apresentados na Tabela 2.

6 }
cre:0 mé C18:2 n-6
Cc18:.0 by C18:3 n-3
o0}
5 g/ /
C14:0 f —
oleo de chia /n natura
41 particulas contendo
— oleo de chia
3
X 37
>
>
2 -
14 C20:0
0 _LAQL_LML u Lﬁawcj d\l\Lej:
T 1 T 1 T 1 T 1 T 1 T 1
5,0 7,5 10,0 12,5 15,0 17,5

tempo de retencao (min)
Figura 3 — Cromatogramas do 6leo de chia in natura (vermelho) e das particulas contendo o

Oleo de chia encapsulado (preto).
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Figura 4 — Cromatogramas do Gleo de chia ndo encapsulado (vermelho) e das pa  rticulas

contendo o 6leo de chia encapsulado (preto).

Tabela 2 — Recuperacao percentual e eficiéncia de e ncapsulacdo do 6mega-3 e 6mega-6.

- N Eficiéncia de
0,
Acido graxo Recuperacao(Rec%) Encapsulacio(EE%)
C18:3 n-3(6mega-3) 98,6 +1,1 82,1+£0,3
C18:2 n-6 (bmega-6) 98,4+1,6 64,6 +1,8

E possivel observar (Figura 3) que os picos referentes ao 6mega-3 e 6mega-6
estdo presentes nas particulas, contudo em menor intensidade j& que estas sdo
compostas por acido estearico (encapsulante) e 6leo de chia na proporcdo 1:1
(m:m). No cromatograma das particulas contendo o 6leo de chia (Figura 4), o pico
do acido estearico (C18:0) apresentou-se bem pronunciado, assim como ocorreu 0
aparecimento de picos de acidos graxos néo identificados, provavelmente impurezas
contidas no &cido estearico utilizado como encapsulante. A recuperacao percentual
de 6mega-3 e 6mega-6 apresentou valores altos, comprovando que nao ocorreu
perda desses compostos durante a obtencdo das particulas, quer seja por
degradacgédo devido ao aquecimento a 75T ou pela aplicacdo do ultrassom. Esse
resultado indica que a técnica utilizada € interessante na obtencdo de particulas

lipidicas contendo acidos graxos insaturados.
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A eficiéncia de encapsulacéo foi maior para o0 6mega-3 do que para o 6mega-
6, 0 que pode estar relacionado com a conformac&o molecular dos acidos graxos no
interior das particulas. Devido ao menor numero de insaturacdes, 0 6mega-6 possui
estrutura molecular menos compacta, o que pode prejudicar sua estabilizacdo dentro

da estrutura semi-cristalina do acido estearico.

5.3.CARACTERIZACAO DAS PARTICULAS

A Figura 5 apresenta as imagens de microscopia Otica das particulas
contendo o Oleo de chia e na Figura 6 sao apresentados 0s espectros de
infravermelho do 6leo de chia, das particulas contendo o 6leo encapsulado e de
particulas obtidas sem a adi¢éo do Oleo de chia. Os espectros foram normalizados a

fim de possibilitar a comparacao.

Figura 5 - Imagem de microscopia 6tica das particulas contendo éleo de chia
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Figura 6 — Espectros (Transmitancia) do Oleo de chia in natura, das particulas
contendo o 6leo encapsulado e de particulas de acid o estearico obtidas sem a

adicdo do 6leo de chia.

Apesar do baixo aumento utilizado, é possivel perceber que as particulas
possuem tamanhos da ordem de 5 a 10 micrdmetros, o que é esperado devido ao
baixo tempo e poténcia de sonicacéo aplicados. O espectro de FTIR do 6leo de chia
apresentou a banda de absorcdo em 3010 cm™ caracteristico do estiramento da
ligagcdo =C-H (VIDALet al., 2014). Essa banda em particular é de interesse, pois 0
encapsulante utilizado ndo apresenta insaturacdes na cadeia carbodnica. Essa banda
esta presente também nas particulas, contudo com menor intensidade, sugerindo
gue o Oleo esteja localizado no interior das particulas de acido esteéarico. Esse
resultado corrobora aqueles obtidos por cromatografia gasosa, indicando que a

técnica de encapsulacéo foi eficiente em encapsular o 6leo de chia.
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6. CONCLUSOES

Oleo de chia foi extraido e encapsulado em particulas micrométricas de acido
estearico. O método de Resolugcdo Multivariada de Curvas com Minimos Quadrados
Alternantes (MCR-ALS, do inglés) foi aplicado comprovando que n&o ocorreu
degradacdo térmica do 6leo de chia na temperatura e tempo utilizados na
encapsulacdo. Apesar da baixa resolucdo das imagens de microscopia o6tica, foram
observadas particulas de tamanhos micrométricos. As analises de cromatografia
gasosa e FTIR demonstraram que o Oleo foi efetivamente encapsulado nas
particulas e que a técnica de disperséo a quente € promissora para a encapsulacao
de Oleos vegetais e acidos graxos. A eficiéncia de encapsulacdo foi maior para o
Omega-3 do que para o 6mega-6, possivelmente devido a conformacdo molecular

favoravel causada pelas ligacdes carbono insaturadas do 6mega-3.



29

7. REFERENCIAS

AYERZA, Ricardo; COATES, Wayne. Protein content, oil content and fatty acid profiles as
potential criteria to determine the origin of commercially grown chia (Salvia hispanica L.).
Ind. Crops Prod. v.34,n.2,p.1366-1371, Sep. 2011.

BLIGH, E. G.; DYER, W. J.A rapid method of total lipid extraction and purification.
Canadian Journal of Biochemistry and Physiology .V.37,n.8, p. 911-917, 1959.

BORNEO, R.; KOCER, D.; GHAI, G.; TEPPER, B.; J. KARWE, M. V. Stability and
consumer acceptance of long-chain omega-3 fatty acids (eicosapentaenoic acid, 20:5, n-3
and docosahexaenoic acid, 22:6, n-3) in cream-filled sandwich cookies. J. Food Sci. v.
72,n. 1, p. S049-54, Jan. 2007.

CAPITANI, M. I.; SPOTORNO, V.; NOLASCO, S. M.; TOMAS, M. C. Physicochemical
and functional characterization of by-products from chia (Salvia hispanica L.) seeds of
Argentina. LWT - Food Sci. Technol. v. 45, n. 1, p. 94-102, Jan. 2012.

CARRILLO-NAVAS, Hector; CRUZ-OLIVARES, Julian; VARELA-GUERRERO, Victor;
ALAMILLA-BELTRAN, Liliana; VERNONCARTER, Eduardo J.; PEREZ-ALONSO, César.
Rheological properties of a double emulsion nutraceutical system incorporating chia
essential oil and ascorbic acid stabilized by carbohydrate polymer — protein blends.
Carbohydr. Polym. v.87,n. 2, p. 1231-1235, 2012.

GOKMEN, Vural;MOGOL, Burce A.; LUMAGA, Roberta B.; FOGLIANO, Vincenzo;
KAPLUN, Zoya; SHIMONI, Eyal. Development of functional bread containing
nanoencapsulated omega-3 fatty acids.J. Food Eng. v. 105, p. 585-591, 2011.

GONCALVES, Rhayanna P.; MARCO, Paulo H.; VALDERRAMA, Patricia. Thermal
edible oil evaluation by UV-Vis spectroscopy and chemometrics. Food Chemistry . n.
163, p. 83-86, 2014.

GONZALEZ-MIRA, E.; EGEA, M. A.; GARCIA, M.L.; SOUTO, E.B. Design and ocular
tolerance of flurbiprofen loaded ultrasound-engineered NLC. Journal of Colloids and
Surfaces B: Bio interfaces . v. 81, p. 412421, 2010.

GOUIN, S. Microencapsulation: industrial appraisal of existing technologies and trends.
Trends Food Sci. Technol. v. 15, n. 7-8, p. 330-347, Jul. 2004.



30

HARTMAN, L.; LAGO, R. C. A. Rapid preparation of fatty acid methyl from lipids.Lab.
Pract. V. 22, p. 474-476. 1973.

IXTAINA, Vanesa Y.; MARTINEZ, Marcela. L.; SPOTORNO, Viviana; MATEO, Carmen.
M.; MAESTRI, Damian. M.; DIEHL, Bernd. W. K.; NOLASCO, Susana. M.; TOMAS,
Mabel. C. Characterization of chia seed oils obtained by pressing and solvent extraction.
J. Food Compos. Anal. v. 24, n. 2, p. 166-174, Mar. 2011.

MARCO, Paulo H.; VALDERRAMA, Patricia; ALEXANDRINO, Guilherme L.; POPPI,
Ronei J.; TAULER, Roma. Resolugdo multivariada de curvas com minimos
quadrados alternantes: descri¢cdo, funcionamento e aplica¢cdes. Quimica Nova .
inpress. 2014.

MARTINEZ, Marcela L.; MARIN, Maria A.; SALGADO FALLER, CamilaM.; REVOL,
Juliana; PENCI, Maria C.; RIBOTTA, Pablo D. Chia (Salvia hispanica L.) oil extraction:
Study of processing parameters. LWT -Food Sci. Technol . v. 47, n. 47, p. 78-82, Jun.
2012.

MEHNERT, Wolfgang; MADER, Karsten. Solid lipid nanoparticles: production,
characterization and applications. Adv. Drug Deliv. Rev. v. 47, n. 2-3, p. 165-96, Apr.
2001.

MILINSK, M. C. Analise comparativa entre oito métodos de esterificacido na determinacao
quantitativa de acidos graxos em 6leo vegetal. Programa de Pds-graduagdo em Quimica.
Departamento de Quimica do centro de Ciéncias Exata s da Universidade Estadual

de Maringa . Maringa, Nov. 2007.

MUCHOW, M.; SCHMITZ, E. |.; DESPATOVA, N.; MAINCENT, P.; MU, R. H. Omega-3
fatty acids-loaded lipid nanopatrticles for patient-convenient oral bioavailability
enhancement. pp. 499-504, 2009.

MULLER, R. H.; RADTKE, M.; WISSING, S. A. Solid lipid nanoparticles (SLN) and
nanostructured lipid carriers (NLC) in cosmetic and dermatological preparations. Adv.
Drug Deliv. Rev. v. 54 Suppl. 1, p. 131-155, Nov. 2002.

RODEA-GONZALEZ, Dulce. A.; CRUZ-OLIVARES, Julian; RAMAN-GUERRERO,
Angélica; RODRIGUEZ-HUEZO, Maria. E.; VERNON-CARTER, Eduardo. J.; PEREZ-
ALONSO, César. Spray-dried encapsulation of chia essential oil (Salvia hispanica L.) in
whey protein concentrate-polysaccharide matrices. J. Food Eng. v. 111, n. 1, p. 102-109,
Jul. 2012.



31

SALMINEN, Hanna; HELGASON, Thrandur; KRISTINSSIN, Bjarki; KRISTBERGSSON,
Kristberg; WEISS, Jochen. Formation of solid shell nanopatrticles with liquid w-3 fatty acid
core. Food Chem. v. 141, n. 3, p. 2934-43, Dec. 2013.

TAMJIDI, Fardin; SHAHEDI, Mohammad; VARSHOSAZ, Jaleh; NASIRPOUR, Ali.
Nanostructured lipid carriers (NLC): A potential delivery system for bioactive food
molecules. Innov. Food Sci. Emerg. Technol.  v. 19, p. 2943, Jul. 2013.

URIBE, Jose. A. R.; PEREZ, Jorge. I. N.; KAUIL, Henry. C.; RUBIO, Gabriel. R.;
ALCOCER, Carlos.G. Extraction of oil from chia seeds with supercritical CO2. J.
Supercrit. Fluids . v. 56, n. 2, p. 174-178, Mar. 2011.

VALDERRAMA, P.; MARCO, P. H.; LOCQUET, N.; AMMARI, F.; RUTLEDGE, D. N. A
procedure to facilitate the choice of the number of factors in multi-way data analysis
applied to the natural samples: Application to monitoring the thermal degradation of oils
using front-face fluorescence spectroscopy. Chemiometrics and Intelligent Laboratory
Systems .n.106 p.166-172, 2011.

VIDAL, N. P.; ENCARNACION, G.; MANZANOS, M. J.; GUILLEN, M. D. Fourier
transform infrared spectroscopy as a tool to study farmed and wild sea bass lipid
composition. J Sci Food Agric . v. 94(7), p 1340-1348, 2013.

WEISS, Jochen; DECKER, Eric. A.; MCCLEMENTS, Decker. J.; KRISTBERGSSON,
Kristberg; HELGASON, Thrandur; AWAD, Tarek. Solid Lipid Nanopatrticles as Delivery
Systems for Bioactive Food Components. Food Biophys. v. 3, n. 2, p. 146-154, Mar.
2008.

ZIMET, Patricia; LIVNEY, Yoav. D. Beta-lactoglobulin and its nanocomplexes with pectin
as vehicles for w-3 polyunsaturated fatty acids. Food Hydrocoll. v. 23, n. 4, p. 1120-
1126, Jun. 2009.



