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Resumo

SILVEIRA, Helen da Silva. Encapsulacdo do 6leo de linhaca marrom (Linum
usitatissim L) em acetato de celulose pelo método de emulsificacdo/evaporacao
do solvente utilizando diferentes emulsificantes. Orientador: Rui Carlos Zambiazi.
2023. 55f Dissertacao (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) — Faculdade
de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2023.

A linhaca é uma das oleaginosas mais importantes, sendo utilizada para alimentacéo
e producao de fibra téxtil. Apresenta uma quantidade de 6leo de, aproximadamente,
40% e é uma fonte rica de &cidos graxos poli-insaturados, mas em funcéo disso, é
muito susceptivel a oxidacdo, podendo causar sabores e odores indesejaveis aos
alimentos. Uma alternativa para minimizar essas limitacbes €é promover a
encapsulacédo do 6leo de linhaca. Com isso, objetivou-se encapsular o 6leo de linhaca
marrom em acetato de celulose pelo método de emulsificacdo/evaporacédo do solvente
utilizando diferentes emulsificantes. O 6leo de linhaca marrom foi caracterizado
quanto ao indice de acidez, o indice de perdxido, as substancias reativas ao acido
tiobarbitlrico e a atividade antioxidante. A determinacédo da estabilidade da emulséo
(O/A) utilizando 6leo de linhaca e os diferentes emulsificantes (poli (alcool vinilico) -
PVA, caseina, gelatina, proteina de ervilha e proteina de arroz), foi avaliada por 24 h
a 20 °C e 50 °C. As particulas de 6leo de linhaca em acetato de celulose, utilizando
os emulsificantes selecionados, PVA, caseina e gelatina, e formadas pelo método de
emulsdo/evaporacdo, foram analisadas quanto a eficiéncia da encapsulacdo, a
atividade antioxidante, a morfologia, a estabilidade térmica, a cor e as substancias
reativas ao acido tiobarbitarico. O 6leo de linhaca marrom utilizado apresentou
composi¢do compativel com a legislacdo e com a literatura. Os emulsificantes
influenciaram nas caracteristicas das particulas de 6leo de linhaca encapsulado em
acetato de celulose pelo método de emulsdo/evaporacao. A utilizacdo da gelatina
como emulsificante proporcionou os maiores valores de eficiéncia de encapsulacao
98%, particulas esféricas com depressbes e maior estabilidade térmica pela
calorimetria exploratoria diferencial (DSC), entretanto, apresentou altos valores de
substancia reativa ao acido tiobarbitirico (TBARS) e um intenso escurecimento das
particulas foi observado com o armazenamento acelerado. Com a caseina obteve-se
valores intermediarios de eficiéncia de encapsulagcéo, particulas irregulares com
depressdes, estabilidade térmica pelo DSC, menores valores de TBARS e
escurecimento das particulas. O PVA proporcionou baixos valores de eficiéncia de
encapsulacao, particulas esféricas de superficie lisa com agregados, altos valores de
TBARS e particulas mais claras. Independente do emulsificante utilizado, as particulas
apresentaram baixa atividade antioxidante.

Palavras-chave: Caseina. Gelatina. Poli (alcool vinilico). Oxidagéo.



Abstract

SILVEIRA, Helen da Silva. Encapsulation of brown linseed oil (Linum usitatissim
L) in cellulose acetate by emulsification/evaporation of solvent method using
different emulsifiers. Advisor: Rui Carlos Zambiazi. 2023. 55 f. Dissertation (Masters
in Food Science and Technology) — Eliseu Maciel Agronomy School, Federal
University of Pelotas, Pelotas, 2023.

Flaxseed is one of the most important oilseeds, used for foods and textile fiber
production. It has an amount of oil of approximately 40% and is a rich source of
polyunsaturated fatty acids, but as a result, it is very susceptible to oxidation, which
can cause undesirable taste and odor to foods. An alternative to minimize such
limitations is to promote the encapsulation of linseed oil. Therefore, the objective of the
study was to encapsulate the brown linseed oil in cellulose acetate by the solvent
emulsification/evaporation method using different emulsifiers. Brown linseed oil was
characterized for acidity, peroxide index, thiobarbituric acid reactive substances and
antioxidant activity. The determination of the stability of the O/W emulsion, using
linseed oil and different emulsifiers (poly (vinyl alcohol) - PVA, casein, gelatin, pea
protein and rice protein) was evaluated for 24 h at 20 °C and 50 °C. Linseed oil particles
in cellulose acetate, using the selected emulsifiers PVA, casein and gelatin, and
formed by the emulsion/evaporation method, were analyzed for encapsulation
efficiency, antioxidant activity, morphology, thermal stability, color and substances
reactive to thiobarbituric acid. The brown linseed oil used showed a composition
compatible with the legislation and the literature. Emulsifiers influenced the
characteristics of linseed oil particles encapsulated in cellulose acetate by the
emulsion/evaporation method. The use of gelatin as an emulsifier provided the highest
values of encapsulation efficiency, spherical particles with depressions, greater
thermal stability by DSC; however, high values of TBARS and intense darkening of the
particles were observed with accelerated storage. With casein, intermediate values of
encapsulation efficiency, irregular particles with depressions, thermal stability by DSC,
lower TBARS values and darkening of the particles were obtained. PVA, on the other
hand, provided low encapsulation efficiency values, spherical particles with a smooth
surface with aggregates, high TBARS values and clearer particles. Regardless of the
emulsifier used, the particles showed low antioxidant activity.

Keywords: Casein. Gelatin. Poly (vinyl alcohol). Oxidation.
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1. Introducéo

A linhaca (Linum usitatissimum L) pertence a familia Linaceae e ao género
Linum e € uma das oleaginosas mais importantes, sendo utilizada para alimentacéo e
producao de fibra téxtil (SINGH; MRIDULA; REHAL; BARNWAL, 2011; YANG et al.,
2021).

Ha evidéncias que mostram que a linhaca é originaria da Asia, e que se
espalhou por regides temperadas da América do Norte, da América do Sul e da
Europa, sendo atualmente o Canadéa, China, EUA e india, os principais produtores de
linhaca do mundo (AGHDAM; MOHAMMADI; GHORBANPOUR, 2016; DUBEY et al.,
2020; YANG et al., 2021).

A linhaga apresenta uma quantidade de 6leo de, aproximadamente, 40%, além
de fibras alimentares e proteinas (SZYDLOWSKA-CZERNIAK et al., 2020). No
entanto, o teor de 6leo na linhaga depende de varios fatores como cultivar, localizacao,
condigBes ambientais e 0 método de extracdo (FARAG; ELIMAM; AFIFI, 2021).

Os acidos graxos insaturados sdo majoritarios no 6leo de linhaga (87,0% -
89,9%) (YAQOOB et al., 2016), com destaque para o acido a — linolénico (44% - 55%),
seguindo pelo &cido oleico (21% - 31%) e o acido linoleico (13,0% - 18,0%)
(POUYANFAR et al., 2022; YAQOOB et al., 2016; ZHANG et al., 2011).

Estudos demonstram que o consumo do 6leo de linhaca contribui na prevencéao
de algumas doencas, por atenuar a progressao da resisténcia a insulina associada a
obesidade (YU et al.,, 2019), controlar a pressdo arterial e prevenir doencas
cardiovasculares (DERBALI et al., 2015).

Apesar do Oleo de linhaca conter tococromandis, como o0s tocoferéis e
tocotriendis, com atividade vitaminica e antioxidante (CHOO; BIRCH; DUFOUR,
2007), o Oleo é muito susceptivel a degradacdo por oxidacdo durante o
armazenamento e aquecimento, podendo causar sabores e odores indesejaveis,
perda de nutrientes e producdo de compostos toxicos, afetando a sua estabilidade e
atividade antioxidante (SHARMA et al., 2019).

Em funcéo da grande susceptibilidade a oxidagéo, a técnica de encapsulacdo
vem sendo utilizada para proteger os compostos ativos do 6leo de linhaca e retardar
0 processo oxidativo (GOMES; KUROZAWA, 2021; KLETTENHAMMER et al., 2022;
PIORNOS et al., 2017).
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Dentre os métodos de encapsulacdo, o de emulsificacdo/evaporacdo do
solvente tem sido usado amplamente para preparar micro e nanoparticulas. Nesse
meétodo, prepara-se inicialmente uma emulséo do tipo O/A, seguida pela remoc¢éo do
solvente por meio de extracdo e evaporacdao (SOPPIMATH et al., 2001; SOUTO;
SEVERINO; SANTANA, 2012).

A etapa de emulsificacdo, dependendo do emulsificante e da concentracéo,
pode influenciar na estabilidade da emulsado e nas caracteristicas das particulas, como
na eficiéncia de encapsulacdo, no tamanho e no perfil de liberacdo do composto ativo
(CERIMEDO et al., 2008; DIAS et al.,, 2017; LIU; LOW; NICKERSON, 2010;
SOPPIMATH et al., 2001; SURASSMO et al., 2010; ZHU et al., 2005).

Nesse método tem-se utilizado, como material de parede, o acetato de
celulose, que é um polimero neutro derivado da celulose, biodegradavel, amorfo,
atoxico, inodoro, estavel em Oleos minerais, permeavel ao vapor de 4gua e de baixo
custo (CERQUEIRA et al., 2010).

Na formacdo de particulas utilizando acetato de celulose pelo método
emulsificacdo/evaporacdo de solvente, os principais emulsificantes utilizados sao
Span 80, poli (alcool vinilico) (PVA) e dodecilbenzeno sulfato de sédio, dependendo
do tipo de emulsdo formada (IRISAPPAN; KUMAR; JAYAVEERA, 2013; CRUZ et al.,
2011; SAHOO et al., 2011; SCARFATO et al., 2008; SOPPIMATH et al., 2001).

Entretanto, a utilizacdo de emulsificantes naturais vem crescendo nos ultimos
anos, podendo ser uma alternativa em substituicdo aos emulsificantes sintéticos (KIM;
WANG; SELOMULYA, 2020). Com este intuito, objetivou-se encapsular o éleo de
linhaca marrom em acetato de celulose pelo método emulsificacdo/evaporacao do

solvente utilizando diferentes emulsificantes.
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2. Hipotese

As caracteristicas das particulas de 6leo de linhagca marrom encapsulado em
acetato de celulose séo dependentes do emulsificante utilizado.
O oleo de linhaca marrom encapsulado em acetato de celulose apresenta maior

estabilidade oxidativa em relacdo ao 6leo ndo encapsulado.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

Encapsular o 6leo de linhaca marrom (Linum usitatissim L) em acetato de

celulose pelo método emulsificacdo/evaporacdo do solvente utilizando diferentes

emulsificantes, a fim de retardar as reacdes oxidativas.

3.2 Objetivos especificos

Caracterizar o 6leo de linhaca marrom quanto ao indice de acidez, indice de
peréxido, comportamento térmico e atividade antioxidante;

Avaliar a estabilidade das emuls6es O/A com 6leo de linhaga marrom utilizando
os emulsificantes poli (alcool vinilico), caseina, gelatina, proteinas da ervilha e
proteinas do arroz;

Encapsular o 6leo de linhaca marrom em acetato de celulose pelo método de
emulsificacdo/evaporacdo do solvente, utilizando o0s emulsificantes
selecionados na etapa anterior;

Avaliar as particulas obtidas quanto a eficiéncia de encapsulacdo do 6leo de
linhaca marrom, morfologia, comportamento térmico e atividade antioxidante;
Avaliar a cor e a estabilidade oxidativa do 6leo e das particulas armazenadas

a 50 °C, durante o periodo de 30 dias.
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4. Revisao da literatura

4.1 Oleo de linhaca

O linho (Linum usitatissimum L) é uma planta herbacea pertencente a familia
das Linaceas (Figura 1), que apresenta importante valor comercial, por fornecer fibras
naturais e sementes oleaginosas denominadas de linhaga. A planta pode atingir até
um metro de altura, sendo a altura um fator determinante para a producéo de fibras e
sementes de linho (GUO et al., 2021; SOUTO, 2009). Além da variacdo na altura, ha
diferentes tonalidades da cor da flor, tamanho da capsula, periodos de floracédo e
maturidade (ALEMU; ABERA, 2014; TERFA; GURMU, 2020).

Figura 1 - Sementes de linhaga (A) e flores numa planta de linho (B). Fonte: Freepik.com

Ha evidéncia que demonstram que a linhaca € originaria da Asia e se espalhou
por regides temperadas da Ameérica do Norte, América do Sul e Europa, sendo
atualmente o Canada, China, EUA e india, os principais produtores de linhaca do
mundo (AGHDAM; MOHAMMADI; GHORBANPOUR, 2016; DUBEY et al., 2020;
YANG et al., 2021).

Existe duas variedades de linhaca para o consumo humano, a linhagca marrom
e a dourada. Sua cor é determinada pela quantidade de pigmentos presentes no
revestimento externo da semente, sendo influenciada por fatores genéticos e
ambientais. No entanto, a composi¢do quimica das linhagas marrom e dourada é
semelhante (BARROSO et al., 2014; COSKUNER; KARABABA, 2007).
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A linhaga apresenta uma quantidade de 6leo de, aproximadamente, 40%, além
de fibras alimentares e proteinas, sendo uma fonte rica de &cidos graxos poli-
insaturados, fitosterois, fosfolipidios e vitaminas (DRINIC et al., 2019; SZYDt OWSKA-
CZERNIAK et al., 2020).

O 6leo de linhaca é rico em acidos graxos poli-insaturados (87,0% - 89,9%)
(YAQOOB et al., 2016), com destaque para o &cido a — linolénico (44% - 55%),
seguido pelo acido oleico (21% - 31%) e pelo acido linoleico (13,0% - 18,0%)
(POUYANFAR et al., 2022; YAQOORB et al., 2016; ZHANG et al., 2011).

A linhaga se tornou muita atrativa para a inddstria de alimentos em virtude de
apresentar um alto teor de &cidos graxos essenciais (GOMES; KUROZAWA, 2020;
GOYAL et al., 2015) e também por propiciar beneficios a saude, por atenuar a
progressdo da resisténcia a insulina, associada a obesidade (YU et al.,, 2019),
controlar a pressao arterial e prevenir doencas cardiovasculares (DERBALI et al.,
2015).

Os acidos graxos essenciais sdo constituidos, principalmente, de acidos graxos
insaturados, ou seja, possuem pelo menos uma insaturacdo na molécula. Os acidos
graxos poli-insaturados (PUFA), classificados como acido a-linolénico (ALA w-3, n-3),
acido eicosapentaenoico (EPA w-3) e acido docosaexaenoico (DHA - w-3) possuem
grande importancia por serem considerados essenciais, ja que ndo sao sintetizados
pelo organismo humano (KAUSHIK et al., 2015; RODRIGUEZ et al., 2016; SULTANA
et al., 2022).

O ALA é um precursor dos acidos graxos poli-insaturados, de cadeia longa do
tipo 6mega 3, pois € o0 antecessor metabdlico a partir do qual os acidos graxos poli-
insaturados, de cadeia longa w-3, sdo sintetizados, ou seja, originando os acidos
graxos eicosapentaendico (EPA) e docosahexaendico (DHA) (YANG et al., 2021).

Enriquecer os alimentos com acidos graxos w-3 € uma estratégia para melhorar
o perfil nutricional dos alimentos. No entanto, a natureza hidrofobica, bem como a alta
suscetibilidade a degradacgéo oxidativa tornam desafiadora a incorporacdo de acidos
graxos w-3 nos produtos alimenticios (CHAN; KWOK, 2011; MATALANIS; DECKER,;
MCCLEMENTS, 2012).

O dleo de linhaca é altamente suscetivel a degradacdo oxidativa, devido a
presenca de grande quantidade de ligagbes duplas nas cadeias principais das
moléculas de &cidos graxos. Esse processo de oxidacdo € acelerado devido a

presenca de oxigénio, da luz, do calor, de metais, dentre outros fatores, e € mantido
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atraves da geracao de radicais livres durante a reacdo em cadeia. Como produtos da
reacdo de oxidacao, peroxidos e posteriormente aldeidos de baixo peso molecular
sao produzidos, que estdo relacionados com o sabor caracteristico de 6leos oxidados
e com a presenca de produtos toxicos (FARAG; ELIMAM; AFIFI, 2021; FONSECA,
YOSHIDA, 2009; PIORNOS et al., 2017).

4.2 Encapsulacao

A encapsulacédo pode ser definida como um processo pelo qual uma substancia
(nucleo) é aprisionada em outra substancia (material de parede) (ALIPOUR et al.,
2019). Com isso, a técnica é utilizada para proteger o nucleo, reduzindo os efeitos
ambientais, como o calor, o oxigénio e a luz, o que evita a degradacdo de compostos
sensiveis, mascara caracteristicas sensoriais indesejadas, além de permitir a
liberacdo controlada do composto durante o processo de digestdo (ANDRADE et al.,
2020; RADUNZ et al., 2020).

Existem diversos métodos de encapsulacdo, dentre eles o de
emulsificacao/evaporacao por solvente, em que h& o preparo de uma emulsdo O/A
originando micro e nano particulas. Inicialmente, prepara-se uma fase organica,
constituida por um solvente organico apolar no qual € dissolvido o polimero e incluido
o principio ativo por dissolucéo ou dispersdo. Também se prepara uma fase aquosa,
gue contém um tensoativo do tipo O/A, como, por exemplo, o poli (acetato de vinila).
Submete-se a emulsificacdo por agitacdo de ambas as fases, seguindo-se a
exposicdo da emulsdo recém-preparada a uma fonte de energia elevada, como, por
exemplo, os ultrassons ou a homogeneizacédo a alta pressdo. A agitacao da emulséo
€ a etapa determinante para a obtencédo das particulas e deve ser realizada antes da
precipitacdo do polimero, de modo a serem obtidas goticulas de fase interna de
dimensdes coloidais. Por fim, promove-se a remoc¢ao do solvente orgéanico, ocorrendo
a precipitacdo do polimero na fase externa aquosa com a consequente formacao das
particulas (SOUTO; SEVERINO; SANTANA, 2012).

A escolha do método de encapsulacéo depende especialmente do material do
nacleo e das caracteristicas do produto final, onde as particulas serdo aplicadas, ja a
escolha do material de parede influencia nas propriedades da substancia encapsulada

(nucleo), especialmente na eficiéncia da encapsulacao (DIAS et al., 2017).
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Um dos polimeros mais utilizados na  encapsulagdo  por
emulsificacdo/evaporacdo por solvente, sdo os ésteres de celulose (CRUZ et al.,
2011; SAHOO et al., 2011; SOPPIMATH et al., 2001). Esses polimeros tém um papel
importante por apresentarem propriedades como baixa toxicidade, boa estabilidade,
elevada permeacdo a agua, elevada temperatura de transicdo vitrea (TQ),
compatibilidade com uma série de agentes ativos e habilidade para a formacao de
micro e nanoparticulas (CRUZ et al., 2011). Entre os ésteres de celulose, o0 acetato
de celulose é um polimero neutro, que tem um grande apelo comercial por ser
produzido facilmente e a partir de reacdes de acetilacdo da celulose, nas quais ocorre
a substituicdo dos grupos hidroxila das unidades de glicose por grupos acetila (Figura
2) (CERQUEIRA et al., 2010). Uma das vantagens do uso do acetato de celulose para

encapsular éleos, é seu carater atoxico e biodegradavel (LIAKOS et al., 2018).
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Figura 2 - Estrutura quimica do acetato de celulose.
Fonte: Cerqueira et al., 2010.

4.3 Emulsificantes

4.3.1 Poli (acool vinilico)

O poli (@lcool vinilico) ou PVA (C2H40), é um emulsificante sintético, nao idénico,
produzido a partir do poli (acetato de vinila), é facilmente solubilizado em agua e em
solventes altamente polares e hidrofilicos, atéxico e de boa biodegradabilidade e
biocompatibilidade. Suas propriedades dependem do grau de polimerizacdo e do grau
de hidrélise (ASADPOUR et al., 2022; UDONO et al., 2008; YE et al., 2016).
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O PVA tem sido utilizado como emulsificante em estudos de encapsulacéo de
Oleo essencial de babchi (WADHWA et al., 2019) e 6leo essencial de cabreuva
(LAMARRA et al., 2020).

4.3.2 Caseina

A caseina € uma proteina derivada do leite bovino, formada pelas frac6es asi,
as2, B e k-caseinas. E anfifilica e com estrutura flexivel, visto que sofre rapidamente
alteracdo da conformacao, em que os grupos hidrofilicos se projetam para a 4gua e
0s grupos hidrofdbicos para o 6leo (OZTURK; MCCLEMENTS, 2016).

A utilizacdo da caseina como emulsificante e estabilizante esta relacionada a
sua natureza quimica e a sua conformacdao na interface, e depende de seu estado de
agregacéo (LAZZARO et al., 2017).

A caseina foi avaliada como material de parede e emulsificante na

encapsulacédo de 6leo essencial de tomilho (RADUNZ et al., 2020).

4.3.3 Gelatina

A gelatina é uma proteina de origem animal, obtida da hidrélise do colageno de
0ssos e peles, principalmente de suinos e bovinos, solivel em agua e atoxica
(BASTOS et al., 2020). Essa proteina é amplamente utilizada em virtude de suas
propriedades funcionais, por atuar como emulsificante e na formacdo de gel, além
disso, € biocompativel e biodegradavel (FENG et al., 2022; ZHANG et al., 2020).

A gelatina tem sido utilizada como emulsificante em estudos de encapsulacao
de oleo de linhaca (MOHSENI; GOLI, 2019) e de o6leo essencial de orégano
(HERNANDEZ-NAVA et al., 2020).

4.3.4 Proteinas da ervilha

O teor de proteina da ervilha varia entre 20% e 30%, sendo composta por
globulinas (65 a 80%) e albuminas (10 a 20%), tendo carater anfifilico e sendo
utilizadas como emulsificantes (KARACA; LOW; NICKERSON, 2011; GARCIA
ARTEAGA et al., 2020; ZHANG et al., 2022).
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As proteinas da ervilha tém sido utilizadas exclusivamente como emulsificante,
como na encapsulagcdo de 6leo essencial de laranja, no estudo de Francisco et al.
(2020); assim como, atuando como material de parede e como emulsificante, como

no estudo de Priol et al. (2021), na encapsulacéo de 6leo de linhaca e de girassol.

4.3.5 Proteinas do arroz

O arroz contém cerca de 6% a 8% de proteinas, destas 75% sao de glutelina,
15% globulina, 6% de albumina e 3% prolamina. As proteinas do arroz sao
hipoalérgicas e hipocolesterolémicas e tém sido utilizadas como emulsificantes e
como espumantes (LIU et al., 2022; OSBORNE, 1924; ROMERO et al., 2012).

As proteinas do arroz tém sido utilizadas na encapsulacdo de Oleo de peixe
(DAMERAU et al., 2022) e de 6leo de linhaca (GOMES; KUROZAWA, 2020), atuando

como emulsificante e como material de parede.

4.4 Influéncia do emulsificante na encapsulacéao

A escolha do emulsionante influencia na estabilidade da emulséo e,
consequentemente, nas caracteristicas das particulas (CERIMEDO et al., 2008).

Soppimath et al. (2001) avaliaram a influéncia de diferentes concentragdes de
poli (alcool vinilico) (PVA) na encapsulacdo de ibuprofeno, utilizando acetato de
celulose pelo método de emulsificacdo e evaporacédo do solvente. De acordo com o0s
resultados, o aumento na concentracdo do emulsificante ocasionou o aumento do
didmetro das particulas quando utilizado somente o diclorometano como solvente.
Quando utilizado diclorometano e acetona, 0 aumento na concentracdo de PVA de
0,5 a 1% inferiu na reducéo do tamanho das particulas; porém, quando utilizado de 1
a 2%, ocorreu um aumento do diametro. Em relac&o ao perfil de liberagdo, observou-
se que a menor concentracdo de PVA esteve associada com o aumento da liberacéo
in vitro do ibuprofeno.

A influéncia de diferentes emulsificantes utilizados na encapsulacéo de insulina
em particulas de poli (alcool vinilico) (PVA) pelo método de emulsificagcdo e
evaporacao do solvente, foi investigada por Zhu et al. (2005). O tamanho das

particulas aumentou com a utilizacdo de emulsificantes com valores mais elevados de
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BHL (balanco hidrofilico-lipofilico) de 169 nm com a utilizacdo de Span 80/Tween 80
a 253 nm com Span 20/Tween 20.

Esteres de sacarose e caseinato de sodio foram avaliados como emulsificantes
na encapsulacédo de uma mistura de baixo teor de gordura trans formulada com alto
teor de 6leo de semente de girassol e uma fracdo de alto ponto de fusdo da gordura
do leite em trealose, obtidos por liofilizagdo (CEREMIDO et al., 2008). Com a utilizagéo
do caseinato de sodio obteve-se maior eficiéncia de encapsulacédo e as particulas
apresentaram diametro médio 0,52 um por até 2 meses de armazenamento, porém,
em seguida houve aumento. Para as particulas adicionadas de ésteres de sacarose e
caseinato de soédio, obteve-se 100 pm de didmetro com posterior reducao,
possivelmente em funcéo da quebra das particulas (CEREMIDO et al., 2008).

Surassmo et al. (2010) avaliaram a encapsulacao de oleorresina de Capsium
utilizando poli (e-caprolactona) pelo método de emulséo difusdo, utilizando diferentes
concentragbes do emulsificante Poloxamer 188. Com a utilizagdo de alta
concentracdo do emulsificante (5%) obteve-se altas porcentagens de eficiéncia de
encapsulacado, reducdo do tamanho das particulas e perfil de liberacdo mais lento,
guando comparado com o uso de concentragcdes menores do emulsificante.

No estudo realizado por Liu et al. (2010) foram avaliados diferentes
emulsificantes na encapsulacdo de paclitaxel utilizando poli (4cido latico-co-acido
glicdlico) (PLGA) pelo método evaporacéo/extracdo do solvente. A utilizacdo do 2-
dilauril fosfatidilocolina demonstrou vantagens em relacdo ao poli (alcool vinilico)
(PVA), pela obtengéo de maior eficiéncia de emulsificacdo, de captura celular, além
de menor tamanho.

Proteinas de soja e de ervilha foram avaliadas como emulsificantes no
processo de encapsulagdo de Oleo essencial de laranja por spray-drying
(FRANCISCO et al., 2020). Ambas proteinas reduziram a tensao interfacial entre o
Oleo essencial e a agua, produzindo emulsées O/A; entretanto, a baixa solubilidade
em agua e a menor taxa de adsor¢éo na interface 6leo-agua do concentrado proteico
de ervilha resultou em emulsdes com menor estabilidade fisica. Com a utilizagdo da
proteina isolada de soja obteve-se particulas com maior retencao do 6leo essencial.
Entretanto, os diferentes emulsificantes nao influenciaram nas propriedades fisico-

guimicas e na morfologia das particulas.
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4.5 Encapsulacdo do 6leo de linhaca

O dleo de linhaca é susceptivel a degradacgéo, por isso faz-se necessario o
emprego de técnicas para ampliar a vida Gtil. Dentre essas técnicas a de encapsulacéo
vem apresentando resultados promissores.

A encapsulacao do 6leo de linhaca por atomizacao, usando diferentes materiais
de parede (goma arébica, maltodextrina, metil celulose e proteinas isoladas do soro
do leite) e lecitina como emulsificante, foi avaliado por Gallardo et al. (2013). A
utilizacdo de 100% de goma arabica e a mistura desta goma com maltodextrina e as
proteinas do soro do leite, propiciaram a obtencéo de eficiéncia de encapsulagéo
superior a 90%, de particulas esféricas com superficies lisas e a protecdo do 6leo
contra a oxidagao.

Piornos et al. (2017) encapsularam o 6leo de linhaca através da técnica de
gelificacéo ionotropica, utilizando alginato e proteina de tremoco como emulsificante.
De acordo com os resultados, com a formulacdo otimizada das particulas
macroscopicas obteve-se eficiéncia de encapsulacdo de 98,30%, formato esférico e
tamanho de 1,8 mm, com maior liberacdo do Oleo nas condicdes gastricas. A
estabilidade térmica do 6leo encapsulado foi superior a do 6leo livre.

O dleo de linhaca foi encapsulado no estudo de Mohseni e Goli (2019), através
da técnica de coacervacao complexa, utilizando um complexo terciario de acido tanico
oxidado, gelatina e mucilagem de linhaca, que possibilitou uma eficiéncia de
encapsulacdo superior a 90%, protecao do 6leo e também uma liberacdo controlada.

A coarcervagdo complexa também foi utilizada na encapsulacdo do 6leo de
linhaca utilizando isolado proteico de linhaca aduzidos com polifendis (linhaca ou
hidroxitirosol) e mucilagem de linhaca por Pham et al. (2020). Todas as
microparticulas apresentaram formato irregular com superficie enrugada. As
microparticulas obtidas utilizando o hidroxitirosol apresentaram menor teor de 6leo na
superficie e maior eficiéncia de encapsulacdo (95,4%). Por outro lado, as
microparticulas obtidas com polifendis oriundos da linhaga apresentaram maior
estabilidade contra a oxidacao.

No trabalho de Gomes e Kurozawa (2020), o 6leo de linhaca foi encapsulado
por atomizacédo utilizando maltodextrina, proteina isolada de arroz ou hidrolisados de
proteina de arroz obtidos por diferentes enzimas. Os resultados demonstraram que as

emulsbes estabilizadas pelo hidrolisado proteico obtido pela Flavourzyme
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apresentaram menores goticulas de 6leo e foram mais estaveis que o hidrolisado de
proteina obtido com a Alcalase e o isolado de proteina de arroz, resultando em alta
eficiéncia de encapsulacdo (89,5%) para o maior grau de hidrdlise. Em contraste,
microparticulas contendo o hidrolisado proteico obtido pela Alcalase, reduziu a
oxidacao lipidica do 6leo de linhaca durante o armazenamento, devido a maior
capacidade antioxidante do hidrolisado de proteina.
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5. Material e métodos

5.1 Material

O oleo de linhaca (Pazze, Panambi, Brasil) foi adquirido no comércio local da
cidade de Séo Lourenco do Sul/RS e armazenado sob refrigeracéo a 4 °C.

Como material de parede foi empregado o acetato de celulose (Sigma-
Aldrich,St. Louis, EUA) e os emulsificantes poli (alcool vinilico) - PVA (Dinamica
quimica, Sao Paulo, Brasil), caseina (Dinamica quimica, Sao Paulo, Brasil), proteina
de ervilha (Growth Supplements, Santa Catarina, BRA), proteina de arroz (Growth
Supplements, Santa Catarina, BRA) e gelatina (Dindmica quimica, Sdo Paulo, BRA).

A determinacéo da atividade antioxidante foi executada com 2,2"- azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTSe+) (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA). O
restante dos reagentes foram de grau PA.

5.2 Métodos

5.2.1 Determinacdo do indice acidez

Uma amostra do 6leo de linhaca, em torno de 2 g, foi pesada em erlenmeyer
de 125 mL, e adicionada de 15 mL de solucéo de éter etilico:alcool etilico 2:1 (v/v),
sob agitacdo. Apds, a solucdo foi titulada como hidréxido de potassio 0,1 mol.L?,
utilizando como indicador a fenolftaleina 1% (AOCS, 1992). O indice de acidez foi
avaliado em triplicata e os resultados expressos em mg de KOH.g?, conforme
Equacéo 1.

Vg x Fc x 56,1
Massa da amostra

indice de acidez = (eq.1)

Em que:
Vg = volume do hidréxido de potassio 0,1 mol.L™2.
Fc = fator de corre¢éo da solugcdo de KOH 0,01 mol.L?.

5.2.2 Determinagéo do indice de peroxido

A determinacéo do indice de perdxido seguiu a metodologia da AOCS (1992).

Para isso, 5 g de amostra foi pesada em erlenmeyer de 250 mL, sendo adicionado 30
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mL de solucao de acido acético:cloroférmio 3:2 (v:v), e na sequéncia adicionou-se 0,5
mL de solucdo saturada de iodeto de potassio, permanecendo em repouso por 1 min
e ao abrigo da luz. Em seguida, 30 mL de agua destilada foi adicionada e titulou-se
com tiossulfato de sédio 0,01 mol.L't na presenca de solucdo de amido 1% como
indicador. O indice de peroxido foi avaliado em triplicata e os resultados expressos

em mEq O2.kg? de 6leo, através da Equacéo 2:

(Vg amostra — Vg branco)x N x Fc x 1000

indice de peréxido =
Massa da amostra
(eq.2)

Em que:

Vg = volume da solucgéo de tiossulfato de sédio a 0,01 mol.L?;

Vg branco = titulacdo executada com todos o0s reagentes e solucdes, exceto a
amostra;

Fc = fator de corre¢do da solucgédo de tiossulfato de sédio 0,01 mol.L?;

N = concentracdo da solucao de tiossulfato de sodio.

5.2.3 Determinagéo da atividade antioxidante

A atividade antioxidante, através da captura do radical livre 2,2 - azinobis
(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTSe+), foi determinada de acordo com o
método descrito por Rufino et al. (2007). Para isso, em 0,03 g do 6leo de linhaca ou
0,1 g das particulas (submetidas, previamente, ao procedimento para ruptura e
liberacdo do 6leo, conforme item 5.3.6) foram adicionados de 3 mL do radical ABTS,
sendo homogeneizado e, apds 6 min de reacéo, foi realizada a leitura da absorbancia
em espectrofotdmetro a 735 nm (AAKER, Brasil). A atividade antioxidante foi avaliada

em triplicata e os resultados foram expressos em percentual de inibic&o.
5.2.4 Medida da estabilidade da emulsé&o

A emulsao O/A foi preparada utilizando 0,25 g do acetato de celulose e 0,25 g
do oleo de linhaga dissolvidos em 12,5 mL de diclorometano. A mistura resultante foi
adicionada em 37,5 mL de agua contento 2,5% (p/v) de emulsificante (PVA, caseina,
proteina de ervilha, proteina de arroz ou gelatina). A emulsdo foi formada em

homogeneizador (Ultra-Turrax T18, IKA, Alemanha) a 12.000 rpm por 10 min.



27

Imediatamente, apds o preparo da emulsédo, 25 mL de cada amostra foi transferida
para provetas graduadas, seladas, sendo estocadas a 25 °C e 50 °C por 24 h
(CARNEIRO et al.,, 2013). A estabilidade da emulsdo foi avaliada em triplicata e

calculada em porcentagem, conforme Equacéo 3.

. Altura da fase superior
Separacgao (%) = —— — x 100
Altura inicial da emulsdo (eq.3)

5.2.5 Encapsulacéo do 6leo de linhaca

O 6leo de linhaca foi encapsulado em acetato de celulose pelo método
emulsificagcdo/evaporacao do solvente, de acordo com a metodologia modificada de
Soppimath et al. (2001). Para isso, 0,25 g do acetato de celulose e 0,25 g do 6leo de
linhaca foram dissolvidos em 12,5 mL de diclorometano. A mistura resultante foi
adicionada em 37,5 mL de &gua contento 2,5% (p/v) de emulsificante (PVA, caseina
ou gelatina). A emulsao foi formada em homogeneizador (Ultra-Turrax T18, IKA,
Alemanha) a 12.000 rpm por 10 min. Apds a emulséo ficou sob agitacdo magnética
por 3 h e em repouso por 24 h para a evaporacao do solvente. As particulas obtidas

foram filtradas em papel filtro Whatman n® 1 e secas em estufa a 40 °C.

5.2.6 Eficiéncia de encapsulacéo

Na determinacéo da eficiéncia de encapsulacéo, 100 mg das particulas foram
adicionadas de 5 mL hexano, apds foram submetidas a sonicacdo (Unique, 1400A,
Brasil) por 10 minutos e permaneceram 24 h sob agitacdo em homogeneizador de
solugdes (Phoenix, AP 22, Brasil) para que houvesse a ruptura e liberagdo do 6leo.
Apos, o material de parede insoluvel foi separado por centrifugacdo a 2325 g por 20
min (DAIKI, 80-2B-DM Brasil). O sobrenadante foi coletado e o teor de 6leo mensurado
em espectrofotdbmetro (JENWAY, 6705 UV/Vis, Espanha) a 532 nm. A quantificacédo
foi realizada a partir de uma curva padrao de Oleo de linhaga nas concentracfes de
0,2 a 8,0 mg.mL* (y =7,3637x + 0,0479, R2 = 0,9993). A eficiéncia de encapsulacdo
(%) foi realizada em triplicata e os resultados calculados usando a Equacéao 4.
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o . Conteudo total de 6leo na particula
Eficiéncia de encapsulagao (%) = Contetido de 6leo imicial x 100

(eq.4)

5.2.7 Microscopia eletrénica de varredura

A morfologia das particulas foi determinada em microscopio eletrénico de
varredura (JEOL JSM-6060 LV, Japao), com fixacdo das amostras em suporte
metélico com fita dupla-face de carbono e recobertas com uma fina camada de ouro.
A visualizacao foi realizada com ampliacdo de 700 e 1500 X e voltagem de excitacéo
de 15 kV, conforme Rutz et al. (2016).

5.2.8 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

O comportamento térmico do 6leo de linhaca, do acetato de celulose, dos
emulsificantes, da mistura fisica do acetato de celulose e dos emulsificantes e das
particulas com Oleo de linhaca, foi investigado usando a Calorimetria exploratoria
diferencial, DSC 60 (TA Instruments, EUA). O equipamento foi previamente calibrado
de acordo com as especificacbes do fabricante e verificado com padrdo de indio
(99,99 % de pureza, ponto de fusdo de 156,6 °C e variagao de entalpia de AH=28,56
J/g). Para a analise, foram pesadas aproximadamente 5 mg das amostras
acondicionadas em células herméticas de aluminio (Shimadzu), as quais foram
seladas para posterior analise. As analises foram realizadas sob atmosfera de
nitrogénio com vazdo de 50 mL/min, temperatura inicial de 30 °C e taxa de
aquecimento de 10 °C/min até alcancar temperatura final de 330 °C. Para a aquisicéo
dos dados, a temperatura inicial “onset” (Tpo), a temperatura de pico (Tpn), a variagdo
de temperatura (ATn) e a variagao de entalpia (AHn), foi utilizado o programa TA-60WS
versao 2.20 (Shimadzu Corporation).

5.2.9 Armazenamento do 6leo de linhaca e das particulas

Amostras do 6leo de linhaca e das particulas do 6leo de linhagca encapsulado

em acetato de celulose utilizando os diferentes emulsificantes (caseina, gelatina e
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PVA), foram estocadas a 50 °C + 2°C, em estufa sem circulagéo de ar (Solid steel
modelo SSE, Brasil).

Para estes testes foram adicionados 0,22 g de cada amostra em frascos de
vidros com tampas, perfazendo 3 frascos de cada amostra para cada um dos periodos
de analise.

As amostras foram retiradas em triplicata ao atingir os 50 °C (tempo zero), e
aos 15 dias e 30 dias de armazenamento, para a realizacdo das analises de cor e de
TBARS.

5.2.9.1 Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

Os compostos secundarios da oxidacao foram determinados de acordo com Di
Giorgio et al. (2019), com algumas modificagbes. Para isso, 0,22 g de amostra
(particula ou 6leo) foram homogeneizadas com 1,80 mL de acido tricloroacético 5%
(p/v) e, apos 30 min, foram centrifugadas a 10000 g por 10 min a 20 °C (Vetec quimica
fina, Brasil). Ao sobrenadante (0,5 mL) foi adicionado 0,5 mL de solucédo de acido
tiobarbitdrico 0,5% (p/v), sendo a mistura incubada por 30 min a 70 °C. Apés a
absorbancia, foi determinada em espectrofotdmetro (Spectra Max, 190, EUA), a 535
nm. A quantificacdo foi feita a partir de uma curva padrdo de 1,1,3,3-
tetrametoxipropano nas concentragées de 0,05 a 40,00 mg.kg™* (y = 0,0349x + 0,1083,
R2 = 0,9911). A avaliacdo das substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS)
foram avaliadas em triplicata e o0s resultados foram expressos em mg

malonaldeido.kg.

5.2.9.2 Cor

A cor do Gleo e das particulas foi determinada em 0, 15 e 30 dias em triplicata.
Para isso, foi utilizado um colorimetro (Minolta CR 400, Japéo). No padrdo C.IL.E
L*a*b*, onde a coordenada L* expressa o grau de luminosidade da cor medida (L* =
100 = branco; L* = 0 = preto), a coordenada a* expressa o grau de variacao entre o
vermelho (+60) e o verde (-60) e a coordenada b* expressa o grau de variagao entre

0 azul (-60) e o amarelo (+60).
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5.2.10 Anélise estatistica

Os resultados da eficiéncia de encapsulacédo, da atividade antioxidante, das
substancias reativas ao acido tiobarbitarico e da cor foram expressos através das
médias e desvio padréo, referentes as determinacgdes realizadas em triplicata por meio
de andlise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey (p<0,05), utilizando o programa
Statistix 10.
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6. Resultados e discussdes

6.1 Caracterizagdo do 6leo de linhaga marrom

De acordo com a Tabela 1, o 6leo de linhaga marrom apresentou indice de
acidez e indice de peroxido condizentes com os valores preconizados na legislacéao
brasileira (BRASIL, 2021) e pelo Codex Alimentarius (2021), que mencionam valores
maximos permitidos para 6leos prensados a frio, 4,0 mg KOH.g! e 15 meq.kg?,
respectivamente.

A andlise do indice de acidez indica a presenca de acidos graxos livres no 0leo,
referente a rancidez hidrolitica (DRINIC et al., 2019). Barroso et al. (2014) e Radunz
et al. (2018) observaram valores de indice de acidez do 6leo de linhaca de 1,41 mg
KOH.g! e 0,9 mg KOH.g?, respectivamente, valores inferiores ao observado neste
estudo, possivelmente devido as condi¢bes diferenciadas de processamento ou
armazenamento. O indice de acidez de 3,02 mg KOH.g* indica que o 6leo de linhaca
apresentou inicio de hidrolise dos triacilglicerdis, mas ainda em valores inferiores dos

parametros estipulados pela legislacao vigente.

Tabela 1 - ParAmetros de qualidade do 6leo de linhagca marrom.

Parametros avaliados Valores
indice de acidez (mg KOH.g1) 3,02 +£0,38
indice de peroxido (mEg-g O2.kg?) 1,67 + 0,04
Substéancias reativas ao acido tiobarbittrico (mg.kg?) 0,48+0,09
Atividade antioxidante (% de inibicdo) 97,00+2,82

Media + desvio padréo.

O indice de peréxidos é um indicador do estadio inicial da oxidacéo lipidica, o
gual esta relacionado a formacgéo dos peroxidos, compostos iniciais ou primarios, que
sdo formados no processo de oxidagdo lipidica (RADUNZ et al., 2018). A
determinacado das substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) é um método
utilizado para quantificar os compostos que sédo formados a partir da decomposicao
dos peréxidos, e por isso sdo considerados produtos secundarios das reacdes
oxidativas, as quais originam varios compostos, como o malonaldeido (DRINIC et al.,
2019). Tanto o indice de peroxidos (1,67 mEg-g O2.kgV) quanto TBARS (0,48 mg.kg-

1) indicam que o 6leo de linhaca avaliado no estudo sofreu apenas uma pequena
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oxidacao lipidica, mas que ja foi suficiente para produzir uma pequena quantidade de
compostos secundarios da oxidacao lipidica.

Mohseni e Goli (2019) observaram valor aproximado para o indice de peréxido
do ¢6leo de linhaca (1,8 meq O2.kg?) e inferior para o TBARS (0,12 mg.kg?), em
relacdo aos valores obtidos no presente estudo.

O dleo de linhaca marrom apresentou altos valores de atividade antioxidante
(97%), o que provavelmente esté relacionado com o alto teor de tocoferois presentes
nas sementes de linhaca, principalmente do a — tocoferol, como descrito por
Cupersmid et al. (2012). Suri et al. (2020) relataram valor inferior de atividade
antioxidante do 6leo de linhaca pelo método DPPH, de 56,55%. No entanto, muitos
fatores estédo relacionados com o conteudo de tocoferdis no 6leo de linhaca, incluindo
o local do cultivo, o processo de extracdo e das condi¢cdes de armazenamento, 0 que

poderia estar diretamente associado com sua atividade antioxidante.

6.2 Estabilidade da emulséao

Através de observacgdes visuais, nao foi constatado a ocorréncia da separacao
do 6leo nas emulsdes armazenadas a 20 °C (dados ndo demonstrados). Em funcéo
disto, a fim de auxiliar na sele¢cdo dos emulsificantes procedeu-se ao armazenamento
das emulsbes a 50 °C. Nessa temperatura pode-se que o comportamento da emulséo
foi dependente tanto do tipo de emulsificante quanto de sua concentracao (Tabela 2).

Tabela 2 - Estabilidade da emulsdo do 6leo de linhaca com diferentes emulsificantes a 50°C por 24 h.
Separacéo (%)

Emulsificante 1% 2,5% 5%
PVA 35,92+2,23 NS P
Caseina NS NS NS
Gelatina 22,0948,14 NS 19,18+8,19
Proteina de ervilha 35,91+2.24 43,05+0,27 55,41 + 1,06
Proteina de arroz 15,77+2,68 31,55+1,41 42,37+9,75

Valores médiostdesvio padréo. Nao separou (NS). Precipitacéo (P)

N&do foi observado a separacdo do Oleo com a utilizacdo da caseina,
independente da concentragao deste emulsificante. Nas demais emulsdes observou-
se a separacdo com a utilizacdo do PVA (1%), da gelatina (1 e 5%), da proteina de

ervilha (1, 2,5 e 5%) e da proteina do arroz (1, 2,5 e 5%). Com a utilizacdo do PVA
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ndo houve separacao do 6leo, entretanto observou-se uma precipitacdo quando este
emulsificante foi utilizado na concentragéo de 5%.

A concentracdo do emulsificante desempenha um papel importante na
estabilizacio da emulsdo. E necessario haver emulsificante suficiente para cobrir as
goticulas de 6leo e formar um filme interfacial estavel. Entretanto, em excesso pode
promover a desestabilizacdo da emulsdo (ZAINOL et al.; 2012; BURGER; ZHANG,
2019).

Possivelmente, o comportamento observado quando utilizado as proteinas de
ervilha e de arroz seja decorrente da menor solubilidade destas proteinas em agua,
devido a maior concentracéo de globulina e glutelina, respectivamente (KIM; WANG,;
SELOMULYA, 2020).

Em funcdo desses resultados, a caseina e a gelatina foram selecionadas para
serem avaliadas como emulsificantes na sequéncia do estudo, na concentracdo de
2,5%, para comparagdo com o PVA, que é um dos emulsificantes sintéticos mais
utiizados na encapsulacdo de diferentes compostos pelo método

emulsdo/evaporacéo.

6.3 Caracterizacdo do 6leo de linhaca encapsulado

6.3.1 Eficiéncia de encapsulacéao e atividade antioxidante

De acordo com a Tabela 3, a eficiéncia de encapsulacdo do 6leo de linhaca nas
particulas de acetato de celulose foi influenciada pelo tipo de emulsificante utilizado.
Houve diferenca significativa entre os valores de eficiéncia de encapsulacgao (p<0,05),
sendo obtido os maiores valores com a utilizagcdo da gelatina como emulsificante,

seguido da caseina e do PVA.

Tabela 3 - Eficiéncia de encapsulacdo e atividade antioxidante do 6leo encapsulado em acetato de
celulose pelo método de emulsdo/evaporacdo utilizando diferentes emulsificantes

Amostra Eficiéncia de Encapsulacéo Atividade antioxidante
(%) (% de inibic&o)
Emulsificante caseina* 71,03 +2,71P 14,70 £ 0,2°
Emulsificante gelatina* 98,98 + 0,462 17,46 £ 0,32
Emulsificante PVA* 44,66 + 2,42° 14,96 £ 0,1°

*Particula de 6leo de linhaga encapsulada em acetato de celulose. Médias acompanhadas pela mesma
letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p=0,05). Média de trés repeticdes + desvio
padréo.
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Segundo dados da literatura, a eficiéncia de encapsulagéo do 6leo de linhaca
tem sido varidvel em funcdo do material de parede, tipo de emulsificante e método de
encapsulacao utilizados, com variacdo da eficiéncia de 25 a 97,1% (CARNEIO et al.,
2013; GALLARDO et al., 2013; GOMES; KUROZAWA, 2020; MOHSENI; GOLI, 2019;
PHAM et al., 2020; KLETTENHAMMER et al., 2022).

Liu et al. (2010) e Saadati e Dadashzadeh (2014), também observaram baixos
valores de eficiéncia de encapsulacdo de paclitaxel em poli (4cido latico-co-acido
glicélico) pelo método evaporacéo/extracdo do solvente (15,05% a 56,1%) e de
etoposito em poli (Acido latico-co-acido glicdlico)- peguilado (PLGA-PEG) pelo método
de emulsdo/evaporacdo do solvente (45,67% a 60,09%), respectivamente, ao
utilizarem PVA como emulsificante. Desta forma, a substituicdo do PVA por proteinas
emulsificantes se mostra promissora em termos de eficiéncia de encapsulacgéo.

Altos valores de eficiéncia de encapsulacdo de 6leo tém sido observados
quando utilizado a gelatina e a caseina. No trabalho de Mohseni e Goli (2019) ao
encapsularem Oleo de linhaca pela formacdo de conjugados terndrios utilizando
mucilagem de linhaca, acido tanico e gelatina, obtiveram uma eficiéncia de
encapsulacdo de 90%. Liu et al. (2010) observaram uma eficiéncia de encapsulacéo
de 84%, ao encapsularem 6leo de linhacga, utilizando goma arabica e gelatina por
coacervagao complexa. Radunz et al. (2020) obtiveram 88,9% de eficiéncia de
encapsulacdo ao encapsularem o 6leo essencial de tomilho por atomizacéo, utilizando
caseina e maltodextrina.

As particulas apresentaram baixos valores de atividade antioxidante, entretanto
com a utilizacdo da gelatina como emulsificante, os valores foram significativamente
superiores aos valores quando foi utilizado PVA e caseina.

No estudo realizado por Yu et al. (2019), valores semelhantes de atividade
antioxidante medida por DPPH foram obtidos com a encapsulacao do o6leo de linhaca
em uma matriz composta de monoestearato de glicerila, poliglicerol monoestearato,
polissorbato 80 e 1,1-propilenoglicol. Entretanto, a atividade antioxidante do 6leo

aumentou pela adicdo de quercitina.
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6.3.2 Microscopia eletronica de varredura

Pode-se observar que o emulsificante influenciou nas caracteristicas
morfologicas das particulas de 6leo de linhaca revestidas com acetato de celulose. A
utilizacdo da caseina como emulsificante proporcionou a formacdo em maior
proporcao de particulas irregulares com a presenca de depressdes (Figura 3 A e B).
Por outro lado, a maioria das particulas obtidas com o uso da gelatina apresentou
superficie esférica e com depressdes (Figura 3 C e D). Com a utilizacdo do PVA
obteve-se particulas esféricas de superficie lisa (Figura 3 E e F), entretanto com maior
agregacdo. As particulas ndo apresentaram rachaduras aparentes o que proporciona
0 aumento da protecdo e retencdo do material ativo (CARNEIRO et al.,, 2013).
Independente do emulsificante utilizado houve a formacéo de particulas de distintos
tamanhos.

O PVA tem sido extensamente utilizado como emulsificante, pois gera
particulas relativamente uniformes, pequenas e faceis de redispersar em meio aquoso
(SAHOO et al., 2002; SAADATI; DADASHZADEH, 2014). Entretanto, os agregados
observados podem estar relacionados com a concentragdao do emulsificante (FENG;
HUANG, 2001).

Pham et al. (2020) ao encapsularem o 6leo de linhaca utilizando a mucilagem
da linhaca e isolado proteico de linhagca aduzidos com polifendis por coacervacao
complexa observaram particulas irregulares com superficie enrugada.

Estudos de encapsulacédo de diferentes compostos que utilizaram a gelatina,
demonstraram a formacgdo de particulas irregulares, devido ao método de secagem
por liofilizacdo (SILVA et al., 2023; OLIVEIRA et al., 2022; MOHSENI; GOLI, 2019).
Por outro lado, estudos com a utilizacdo de caseina na encapsulacéo de diferentes
compostos por atomizagcao, demonstraram a formacédo de particulas esféricas (LI et
al., 2015; VAUCHER et al., 2019; RADUNZ et al., 2020). Assim, observa-se que o

método de encapsulagdo também exerce influéncia sobre a morfologia das particulas.
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Figura 2 - Morfologia das particulas de dleo de linhaga encapsulado em acetato de celulose,
utilizando como emulsificantes: caseina (A), gelatina (C) e PVA (E) — ampliagdo de 100x — e caseina
(B), gelatina (D) e PVA (F) — ampliacdo de 300x.
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6.3.3 Calorimetria exploratéria diferencial

Os resultados de calorimetria exploratoria diferencial das amostras séo

apresentados na Tabela 4 e Figura 4.

Tabela 4 - Dados de DSC do 6leo de linhaca, do acetato de celulose, dos emulsificantes, das misturas
fisicas do acetato de celulose e dos emulsificantes e das particulas com 6leo de linhaca e com os
diferentes emulsificantes.

Amostras Tpo Tp Tp2 AH: Tpo Tp:L Tp2 AH>
(°C) (°C) (°C) (J/9) (°C) (°C) (°C) (J/9)

Oleo 169,38 176,15 178,56 1,37*

Acetato de 89,74 115,92 121,38 4,71 225,58 243,82 24574 1,79

celulose

Caseina 85,05 99,31 111,83 9,15 193,79 200,41 210,47 3,54

PVA 101,76 106,54 107,12 1,01 181,49 192,62 201,88 12,76

Gelatina 112,04 123,66 136,92 51,25 206,86 213,42 221,62 1,35

Mistura fisica 74,75 85,81 105,13 39,60 195,71 209,09 211,14 0,52

acetato de

celulose e caseina

Mistura fisica 99,36 128,80 134,10 4,97 182,54 190,73 200,81 7,03
acetato de

celulose e PVA

Mistura fisica 104,41 119,84 135,78 135,27 206,93 220,81 222,04 0,56
acetato de

celulose e gelatina

Particula caseina 98,87 115,18 132,28 27,72 203,52 207,52 208,69 0,44
Particula PVA 135,67 138,31 145,02 27,77 220,79 234,02 238,25 247
Particula gelatina 148,32 156,10 179,66 15,49 257,21 255,08 269,42 15,49

Tpo temperatura inicial, Tp1 temperatura de pico, Tp2 temperatura final, AH entalpia endotérmica, AH"
entalpia exotérmica.
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Figura 3 - Termograma de DSC do 6leo de linhaca, do acetato de celulose, dos emulsificantes, das
misturas fisicas do acetato de celulose e dos emulsificantes, e das particulas com 6leo de linhaca e os
diferentes emulsificantes.

A amostra de Oleo apresentou apenas um evento exotérmico a 176,15 °C,
apresentando uma transicdo de primeira ordem referente a decomposicdo e
degradacédo da amostra, liberando uma energia de 1,37 J/g. Suryanarayana et al.
(2008) observaram o pico exotérmico do 6leo de linhagca em 155 °C.

As amostras poliméricas apresentaram dois eventos térmicos endotérmicos, o
primeiro referente a eliminacdo de agua adsorvida na estrutura dos polimeros a
temperatura de 115, 92 °C para o acetato de celulose, 99,31 °C para a caseina, 106,54
°C para o PVA e em 123,66 °C para a gelatina, absorvendo uma energia na faixa de
AH ~ 4.7 — 51.2 J/g. A segunda endoterma referente ao calor latente de fusdo dos
polimeros, ocorreu nas temperaturas de 243,82 °C para o0 acetato de celulose, 200,41
°C para a caseina, 192,62 °C para o PVA e em 213,42 °C para a gelatina, absorvendo
uma energia na faixa de AH ~ 1.8 — 12.8 J/g. Eventos endotérmicos foram observados
em distintas temperaturas para o acetato de celulose em 237,15 °C (IRISAPPAN et
al., 2013), gelatinaem 72,42 °C e 230,62 °C (OLIVEIRA et al., 2022), caseina em 109
°C (AGARRY etal., 2022) e PVA entre 30 e 100 °C e outro evento em 188 °C (KAYACI;

UYAR, 2012).
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As misturas fisicas de acetato de celulose com os demais polimeros
emulsificantes apresentaram eventos térmicos semelhantes, com pequenos
deslocamentos nas temperaturas em relacdo aos polimeros avaliados
individualmente.

Os resultados demonstram a eficiéncia da incorporacéo do 6leo nas particulas,
pois, 0 evento térmico observado no termograma do 6leo puro nao foi observado nas
particulas. As particulas apresentaram um aumento nas temperaturas dos eventos
térmicos em relacdo as misturas fisicas sem a adicao do 6leo, o que demonstra um
aumento da estabilidade térmica. Das particulas avaliadas, aquelas com acetato de
celulose e gelatina apresentaram as maiores estabilidades térmicas, pois foi
necessario maior energia térmica para romper a interacao entre o acetato de celulose
e a gelatina.

Stefani et al. (2019) observaram que a encapsulacdo do 6leo de linhaca em
mucilagem de chia também proporcionou o aumento da estabilidade térmica até 300
°C.

6.3.4 Substancias reativas ao acido tiobarbiturico

Na Tabela 5 consta os resultados de TBARS do 6leo de linhaca e das particulas
do 6leo de linhaca encapsulado em acetato de celulose utilizando diferentes
emulsificantes, e armazenados a 50 °C por até 30 dias. As avaliacbes de TBARS
foram realizadas aos 0, 15 e 30 dias de estocagem, tanto do 6leo quanto das
particulas.

Tabela 5 - Substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (mg malonaldeido.kg™) no dleo e nas particulas

do o6leo de linhaga encapsulado em acetato de celulose, utilizando diferentes emulsificantes,
armazenados por até 30 dias, a 50 °C.

Amostra TBARS (mg malonaldeido.kg™)
Tempo de armazenamento (dias)
0 15 30
Oleo 0,48 £ 0,15¢ 1,93 +0,32C 2,27 £ 0,12
Emulsificante caseina* 0,99 £ 0,4bC 1,84 +0,23¢ 2,08 + 0,32
Emulsificante gelatina* 34,34+ 2,92~ 32,55+ 1,42 10,79 £ 0,508
Emulsificante PVA* 19,90 £ 0,738 16,41 +2,628 19,33+1,63A

*Particula de 6leo de linhaca encapsulada em acetato de celulose. Médias seguidas de mesma letra
mindscula na linha e médias de mesma letra mailscula na coluna nao diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey (p<0,05). Média de trés repeti¢cdes + desvio padréo.
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Pode-se observar na Tabela 5 que o éleo de linhaca apresentou baixo valor de
substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS) no ponto zero, com aumento
significativo (p<0,05) dos valores ao longo do armazenamento a 50 °C. O dleo de
linhaca é altamente suscetivel a degradacao oxidativa, devido a presenca de acidos
poli-insaturados como o &cido a — linolénico. O processo de oxidacdo € acelerado
devido a presenca do oxigénio, luz, calor, metais, dentre outros fatores, e € mantido
através da geracéo de radicais livres durante a reacado em cadeia. Como produtos da
reacao de oxidacéo, inicialmente sdo formados os peréxidos, mas estes compostos
sdo muito instaveis e logo se decompdem gerando diversos compostos, como
aldeidos de baixo peso molecular, que estéo envolvidos com o sabor caracteristico de
Oleos oxidados, além da formacéao de produtos potencialmente toxicos (DOUNY et al.,
2016; FARAG; ELIMAM; AFIFI, 2021; FONSECA; YOSHIDA, 2009; PIORNOS et al.,
2017; RAHIMINEZHAD et al., 2020).

No ponto zero, dentre as particulas avaliadas, aquela com a utilizacdo da
caseina como emulsificante apresentou significativamente os menores valores de
TBARS (p=<0,05), seguido das particulas com PVA e gelatina. Entretanto, os valores
foram superiores, quando comparados com o0 TBARS do 6leo.

Os resultados demonstram que o processo de encapsulacdo do 6leo ocasionou
a oxidacdo dos lipideos, com maior intensidade com o uso de gelatina e PVA.
Comportamento semelhante foi observado por Mohseni e Goli (2019), os quais
também verificaram aumento de TBARS quando comparado ao Oleo néo
encapsulado.

Os maiores valores de TBARS observados devido a presenca da gelatina nas
particulas podem estar relacionados a presenca de carga negativa na superficie de
suas proteinas, o que facilita a atracdo com residuos de metais, que atuam como
agentes oxidantes (NASRABADI et al., 2019), ou até devido a aceleracao do processo
oxidativo devido a presenca de cargas elétricas no meio.

Foi observado um aumento nos valores de TBARS durante o armazenamento
a 50 °C das particulas com a utilizacdo da caseina (p<0,05). Por outro lado, nas
particulas em que a gelatina foi utilizada como emulsificante houve reducdo dos
valores de TBARS, e nas particulas com a utilizacdo do PVA n&o houve variacéo
significativa (p=0,05) dos valores de TBARS durante o periodo de armazenamento.

Apods, 30 dias de armazenamento a 50 °C, os menores valores foram

observados nas particulas com caseina, porém sem distin¢céo significativa em relacéo
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aos valores de TBARS do 6leo ndo encapsulado. No entanto, os valores de TBARS
das particulas com caseina aumentaram apenas em 1,09 (mg malonaldeido.kg™?)
durante o periodo de 30 dias de armazenagem, aumento inferior ao observado com o
6leo ndo encapsulado (1,79 mg malonaldeido.kg™?).

Portanto, dentre as particulas avaliadas, aquelas com a adi¢cdo de caseina
foram as que promoveram a menor oxidacdo do Oleo durante o armazenamento,
inclusive inferior ao do 6leo. Possivelmente, porque a caseina atua como antioxidante.
Chen et al. (2017) também observaram a capacidade da caseina em inibir a oxidacao

do éleo de linhaga.

6.3.5 Cor

Na Tabela 6 estdo os resultados de cor, e na Figura 5 esta a alteracdo visual
da cor, do 6leo de linhacga e das particulas do 6leo de linhaga encapsulado em acetato
de celulose utilizando diferentes emulsificantes, e armazenados a 50 °C por até 30
dias. As avaliacfes de cor foram realizadas aos 0, 15 e 30 dias de estocagem, tanto

do 6leo quanto das particulas.



Tabela 6 - Valores referentes a cor do 6leo de linhaca e das particulas do éleo e acetato de celulose com diferentes emulsificantes armazenados a 50 °C.

Tempo de armazenamento (Dias)

Amostra
0 15 30
L* ax b* L* a* b* L* a* b*
Oleo 20,53+ 0,02~ -2,16+0,07®  11,47+0,164 | 19,57 +0,158 -2,14+0,0282 9,38+ 0,098 19,148+ 0,49 -1594+0,07 8,70+ 0,08
Emulsificante 16,71+ 0,074 0,16+ 0,03  10,29+0,06** | 16,09 + 0,07 0,12 + 0,07* 8,09 + 0,048 | 15,98 + 0,02°® 0,06 + 0,06 10,06 + 0,263

caseina*

Emulsificante 19,32+ 0,18 -1,04 +0,07°¢ 6,1+ 0,09°¢ | 16,70 £ 0,04*®  -0,23 +£0,01°® 8,29 + 0,082 | 15,55 +0,34°C 0,44 + 0,15 9,07+ 0,237
gelatina

Emulsificante PVA* 19,95+ 0,0124 -1,22 +0,03°® 6,12 + 0,028 | 19,53+ 0,0328  -1,24 + 0,03°® 5,36 + 0,02°C | 19,43 +0,082® -0,99 + 0,03 6,68 + 0,10¢*

*Particula de 6leo de linhaga encapsulada em acetato de celulose. Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e médias de mesma letra mailscula

na linha ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05). Média de trés repeti¢cdes + desvio padrao
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Figura 5 - Oleo de linhaga marrom (A), particulas com PVA (B), particulas com caseina (C) e
particulas com gelatina (D) armazenados por 30 dias a 50 °C.

Os resultados demonstram que houve reducao significativa dos valores de L* e
b* e aumento nos valores de a* no 6leo de linhagca armazenado por 30 dias a 50 °C,
indicando que houve o escurecimento e aumento da intensidade da cor amarela e
vermelha, respectivamente. Essa alteracdo de cor possivelmente ocorreu devido a
oxidacgdo do 6leo, ou ainda devido a degradacao de pigmentos (FREIRE, MANCINI-
FILHO, FERREIRA, 2013; ARROYO-LOPEZ et al., 2009).

Em relag&o a cor das particulas, a encapsulacao do dleo de linhaga em acetato
de celulose utilizando o PVA como emulsificante proporcionou no ponto zero os
maiores valores de L* (p<0,05), ou seja, as particulas demonstraram-se mais claras
em relacao aquelas em que foi utilizado a caseina e a gelatina.

Ao longo do armazenamento a 50 °C os valores de L* das particulas com
caseina, gelatina e PVA reduziram significativamente, indicando o escurecimento das
particulas, sendo mais intenso com a utilizacdo da gelatina e da caseina. Para os
valores de a* ndo houve variacéo para as particulas de caseina, ja para aquelas com
gelatina e PVA observou-se aumento dos valores, tendendo ao vermelho. E para os
valores de b*, houve aumento com a utilizagdo da gelatina, tendendo ao amarelo e
com a caseina e o PVA os valores oscilaram.

A alteracdo da cor das particulas em que foi utilizado a gelatina e a caseina

como emulsificantes pode estar relacionada a oxidacdo do 6leo, outra possibilidade
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seria devido aos produtos resultantes da reacdo de Maillard, se ocorreu hidrélise do
acetato de celulose, visto que este é nao redutor. Portanto, devido a natureza dos
emulsificantes, e os varios fatores que podem afetar a cor, fica dificil fazer uma relacéao
direta com a cor e ocorréncia de reacOes oxidativas.

Os valores obtidos diferem da literatura, possivelmente em fungdo da
quantidade de amostra utilizada na anélise (CHOO; BIRCH; DUFOUR, 2007; CHANG,;
NICKERSON, 2018).
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7 Conclusodes

O dleo de linhaca marrom utilizado apresentou parametros de indice de acidez
e indice de peroxidos compativeis com a legislagéo vigente e com dados da literatura.

Dentre os emulsificantes avaliados, o PVA, a caseina e a gelatina (2,5%) foram
selecionados, pois mantiveram a estabilidade da emulsdo O/A formada com o 6leo de
linhaca, quando armazenada a 50 °C por 24 h.

Os emulsificantes influenciaram nas caracteristicas das particulas de 6leo de
linhaca encapsulado em acetato de celulose pelo método de emulsédo/evaporacdo. A
utilizacdo da gelatina como emulsificante proporcionou os maiores valores de
eficiéncia de encapsulacéo, particulas esféricas com depressdes, maior estabilidade
térmica pelo DSC, entretanto altos valores de TBARS e um intenso escurecimento das
particulas foram observados com o armazenamento acelerado.

Com as particulas com caseina obteve-se valores intermediarios de eficiéncia
de encapsulacgéo, particulas irregulares com depressdes, estabilidade térmica pelo
DSC, menores incrementos de valores de TBARS durante o armazenamento,
inclusive inferiores ao do 6leo, mas com escurecimento das particulas.

As particulas com PVA proporcionaram baixos valores de eficiéncia de
encapsulacao, particulas esféricas de superficie lisa com agregados, altos valores de
TBARS e particulas mais claras.

Independente do emulsificante utilizado, as particulas apresentaram baixa
atividade antioxidante.

Com isso, dentre os emulsificantes avaliados a caseina apresentou a melhor

combinacgao de resultados.
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