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RESUMO - A encapsulacdo de 4&cidos graxos poli-insaturados (PUFA,
Poly-UnsaturatedFattyAcid) é descrita na literatura como uma alternativa para aumentar
sua estabilidade durante processamento e armazenamento. Fontes alternativas de PUFAsS,
como a chia (Salviahispanica L.), possuem propriedades promissoras, contudo a sua
encapsulacdo 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 sonicacdo). Apos
liofilizacdo, o perfil de acidos graxos das particulas foi analisado por cromatografia
gasosa (padrdo interno de tricosanoato de metila) e comparado ao perfil do 6leo de chia in
natura. O dleo in natura apresentou elevados teores de 6mega-3 e 6mega-6, que foram
efetivamente encapsulados nas particulas de acido estearico.

1. INTRODUCAO

A escolha por parte dos consumidores de alimentos funcionais tem direcionado o mercadono
sentido de ampliar a oferta de produtos acrescidos de 6mega-3, antioxidantes, fibras dietéticas e
outros componentes com alto valor nutritivo.As sementes daSalviahispanica L. ou chia tem sido
estudada principalmente por causa da qualidade de seu éleo (Capitaniet al., 2012; Rodea-Gonzalez et
al., 2012). O dleo da chia tem alto valor nutricional, pois a maior parte de seus constituintes sao
triglicerideos, nos quais &cidos graxos poli-insaturados estdo presentes em maiores proporgdes, como
por exemplo, o contetido de 4cido linolénico (Omega-3) esta entre 60 e 68% (Capitaniet al., 2012;).0s
4cidos graxos poli-insaturados (PUFAs) tais como o Omega-3 tém ajudado na reducdo de
triacilglicerol e concentragdo de colesterol no soro sanguineo. Observou-se seu efeito benéfico em
relacdo a doencas coronarias, hipertensdo, e desordens inflamatdrias, tais como a colite ulcerativa
(Borneoet al., 2007).

Contudo, os acidos graxos poli-insaturados s@o suscetiveis a oxidagdo durante o processamento
e armazenamento, resultando em diminuicdo do valor nutricional e da qualidade sensorial. A
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encapsulacdo mostra-se como uma alternativa de protecdo destes lipidios contra a oxidacédo
(Gokmenet al., 2011) j& que através da encapsulagdo, aditivos reativos, sensiveis ou volateis como os
PUFAs podem tornar-se estaveis.Existem varias metodologias para obtencdo de microparticulas ou
nanoparticulaslipidicas tais como a homogeneizagdo de alto cisalhamento e ultrassom,
homogeneizacdo sob alta pressdo, homogeneizacdo a quente, homogeneizacao fria e emulsificacdo
com evaporagdo de solvente (Tamjidiet al., 2013; Mehnert e Mader, 2001).0 processo de
cristalizacdo ou recristalizacdo do lipidio reduz a solubilidade do composto a ser encapsulado,
levando geralmente a sua expulsdo quando em altas concentracdes (Tamjidiet al., 2013). No caso da
incorporacdo de PUFAS, a cristalizacdo completa do lipidio sélido encapsulante é desfavorecida pela
presenca do dleo, gerando uma estrutura cristalina menos ordenada ou uma estrutura de um sélido
amorfo (Tamjidiet al., 2013).

Borneo et al. (2007) aplicaram &cidos graxos dmega-3 encapsulados em biscoitos recheados
com creme, os trabalhos demonstraram que foi possivel fazer alimentos fortificados com vida de
prateleira estdvel contendo altos niveis de 0mega-3, sem qualquer efeito adverso sobre as
propriedades sensoriais.Gokmenet al.(2011) observaram uma reducdo na termoxidacdo dos acidos
graxos 6mega-3 nanoencapsulados provindos de 6leo de linho durante a confeccdo de produtos de
panificacdo. Alguns autores relatam que a encapsulacdo também minimizou o odor e sabores
indesejaveis de peixe (Muchowet al.,2009).Rodea-Gonzalez et al. (2012) produziram microparticulas
contendo Gleo de chia através da técnica encapsulacdo por spray dry, utilizando proteina de soro de
leite e polissacarideo concentrado como matrizes.

No caso do 0Oleo de chia, é preciso determinar a eficiéncia de encapsulacdo dos seus principais
acidos graxos, o 6mega-3 e 0 6mega-6, a fim de verificar se ambos sdo encapsulados nas mesmas
proporcdes na matriz sélida. Além disso, é preciso verificar ainda se as condi¢des de obtencdo, como
a aplicacdo de ultrassom, pode levar a degradacgdo de algum destes compostos.

2. METODOS E PROCEDIMENTOS

2.1 Material

As sementes de chia (app.200g) foram adquiridas no comércio local. Acido esteérico (Vetec,
95%) e Tween 80 (Dinamica, 97%) foram utilizados como lipidio sélido e surfactante na formulagéo
das particulas, respectivamente. Agua destilada, fosfato de s6dio monobasico e dibasico (Vetec,
99,5%) foram utilizados no preparo da solucdo tampdo. Metanol (Isofar, 99,8%), cloroférmio
(Proguimicos, 99,8%), cloreto de aménio (Proquimicos, PA), acido sulfurico (Vetec, 95%) foram
utilizados na transesterificagdo e brometo de potéssio (Sigma-Aldrich, padrdo espectrofotométrico)
foi empregado nas analises no FTIR.
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2.2 Extracdo do 6leo de chia

Primeiramente a umidade das sementes de chia triturada foi determinada através de um
analisador de umidade por infravermelho (Gehaka, 1VV2000). A umidade foi corrigida para 80% de
umidade 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 cloroférmio 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
Buchneradicionando 10 mL de cloroférmio na torta e agitando por 5 minutos e, em seguida, filtrando
novamente a torta. Esse procedimento foi realizado duas vezes. Por fim, o filtrado foi transferido a um
funil de separacdo e o sistema foi mantido em repouso por 24h, quando a fase organica foi separada e
evaporada em evaporador rotativo (-400 mmHg e 35°C). O 6leo de chia foi armazenado em frasco
protegido da luz a -10°C.

2.3 Obtencéo das nanoparticulas

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 modificacGes. A
fase aquosa foi preparada dissolvendo 0,300 g de Tween 80 em25 g de solucdo tampdo fosfato
(pH =7,4) e aquecendo a 75°C sob agitacdo branda. Separadamente, um reator encamisado de
borossilicato foi conectado a um banho termostatico a 75°C e 0,625 g de &cido estearico foi
adicionado e fundido. O 6leo de chia 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.Asonicacdo (Fisher-
Scientific — UltrasonicDismembrator 120 W com ponta de 1/8”’) foi realizada por 3 minutos em
regime de pulsos (30 segundos ligada e 10 segundos desligada). A mistura sonicada foi vertida em
bequer em banho de gelo para resfriamento e formacdo das particulas. Parte da dispersdo das
particulas foi liofilizada para analise. Particulas foram também obtidas pelo mesmo procedimento
porém sem a adicdo do 6leo de chia para as anélises de FTIR.

2.4FTIRe microscopia optica

Espectroscopia de infravermelho foi utilizada para avaliar qualitativamente a presenca do 6leo
de chia nas particulas.Para preparar as pastilhas foram adicionados 100 mg de KBr seco e 1 mg de
amostra liofilizada (ou do 0leo in natura). A analise foirealizada em espectrofotdmetro Shimadzu (IR
Affinity-1) de 4000 a 400 cm™com 32 varreduras acumuladas para formar o espectro final. Foram
obtidas3pastilhas para cada amostra.Imagens das particulas foram obtidas por microscopia Optica
(BIOVAL, L2000A) acoplado a uma camera digital (DCM130E) utilizando o software ScopePhoto.

2.5Transesterificacdo e Cromatografia Gasosa

A quantificacdo dos acidos graxos nas amostras foi realizada por Cromatografia Gasosa (CG)
com 0 uso de tricosanoato de metila (23:0) como padrdo interno de acordo com o método de
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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. AIM.E. Mix C14-C22). Foi utilizado um
cromatdgrafo gasoso (Shimadzu, GC-2010 Plus AF) equipado com injetor capilar Split/Splitless,
detector de ionizacdo por chama (FID), controlador de fluxo e pressdo automaticos e coluna capilar
com fase 100% dimetil-polisiloxano, modelo Rtx-1 (30 m X 0,25mm X 0,25um). Outras condi¢des de
injecdo dos ésteres, bem como os fluxos dos gases (White Martins) de arraste (hidrogénio), do
auxiliar (nitrogénio) e os da chama (hidrogénio/ar sintético) foram realizados conforme Milinsk
(2007) [25]

Incialmente foram adicionados num tubo de ensaio 1000 uL do padrdo 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, agitado por 30
segundos e aquecido em refluxo por 5 minutos. Posteriormente,foram adicionados 5,0 mL do reagente
de esterificacdo, a mistura foi agitada por 30 segundos e novamente aquecida em refluxo por mais 5
minutos. Em seguida, foram adicionados 4 mL de solucdo saturada de NaCl e agitacdo por 30
segundos. A fase organica foi coletada, o 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 cromatografogasoso. As transesterificagdes foram realizadas em triplicata.

2.6 Recuperacdao e eficiéncia de encapsulacéo de 6mega-3 e 6mega-6

A recuperacdo percentual (Rec%, Equacdo 1) de acidos graxos é definida como a relagdo entre a
quantidade adicionada (teérica) e a quantidade realmente presente ao final da encapsulacdo. Para
tanto, a dispersdo das particulas em agua foi liofilizada e uma aliquota de 20 a 30 mg das particulas
secas foi transesterificada conforme descrito acima.

[AG]real
Rec (%) = 100 ———— 1)
[AG]te()rico

Para o calculo da eficiéncia de encapsulacdo (EE%, Equacdo 2), uma aliquota da disperséo de
nanoparticulas foi filtrada em filtros Amicon (100 kDa de diametro de corte) utilizando uma
centrifuga de eppendorf (MinispinEppendorf) a 14500 rpm por 15 min. O liquido filtrado contendo os
acidos graxos nao encapsulados foi pesado e transesterificado conforme descrito anteriormente.

[AG]real - [AG]néo encapsulado

EE(%) = 100
[AG]real

()

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Oleo de chia in natura.O cromatograma do 6leo de chia antes da encapsulagio (in natura) é
apresentado na Figura 1.As concentragdes dos acidos graxos (AG) identificados sdo apresentados na
Tabela 1.
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Figura 1 -Cromatograma do 6leo de chia in natura(antes da encapsulagéo).

Tabela 1 — ConcentracGes de &cidos graxos no 6leo de chia in natura (antes da encapsulagao).

Acido graxo Concentracao(mgac/Jsieo)
C14:.0 0,1+£0,0
C16:0 12,3+1,0
C18:0 4,9+0,4
C18:1n-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" -

" padrdo interno (tricosanoato de metila).

A extracdo do 6leo das sementes de chia resultou em um rendimento de 19,8%. E possivel
observar na Figura 1 os picos correspondentes aos acidos linoleico (6mega-6)e alfa-linolénico
(6mega-3)nos tempos de retencdo de aproximadamente 12 minutos e 14, respectivamente. Como
esperado, as sementes de chia possuem altas concentracdes de dmegas 3 e 6, sendo consideradas
fontes valiosas desses acidos graxos insaturados. A concentracdo de dmega-3 encontrada foi em torno
de 64% em relacdo ao total de &cidos graxos, resultado condizente com o descrito na literatura
(Capitaniet al., 2012).

Encapsulacdo do 6leo de chia.As Figuras2 e 3apresentam o0s perfis de &cidos graxos das
particulas liofilizadas contendo Oleo de chia e o perfil de &cidos graxos ndo encapsulados,
respectivamente. O cromatograma do 6leo de chia antes da encapsulacao é reapresentado para melhor
comparacédo. Os valores de recuperacdo percentual (Rec%) e eficiéncia de encapsulacéo (EE%) para o
0mega-3 e 6mega-6 sdo apresentados na Tabela 2.

Area tematica: Engenharia e Tecnologia de Alimentos 5



mEQ 19 a 22 de outubro de 2014
Florianopolis/SC

Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica

6 .
cie:0 Oé ‘ C18:2 n-6
A C18:0 px C18:3n-3
5- N /
C14:0
/ —— oleo de chia in natura
41 particulas contendo
e oleo de chia
o
X 31
>
=]
2
o))
&
1 @ C20:0
0 Gt LJM\ A N LQJU&M
T T T T T T T T T T T 1
5,0 7,5 10,0 12,5 15,0 17,5

tempo de retencao (min)
Figura 2 — Cromatogramas do 6leo de chia in natura (vermelho) e das particulas contendo o 6leo de
chia encapsulado (preto).
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Figura 3 — Cromatogramas do 6leo de chia ndo encapsulado (vermelho) e das particulas contendo o éleo
de chia encapsulado (preto).

Tabela 2 — Recuperagéo percentual e eficiéncia de encapsulacdo do dmega-3 e dmega-6.

Acido graxo Recuperacédo(Rec%) Eficiéncia de encapsulacdo(EE%0)
C18:3 n-3(6mega-3) 986+1,1 82,1+0,3
C18:2 n-6 (6mega-6) 98,4+1,6 64,6 £ 1,8

E possivel observar (Figura 2) que os picos referentes ao 6mega-3 e 6mega-6 estdo presentes
nas particulas, contudo em menor intensidade ja que estas sdo compostas por &cido estearico
(encapsulante) e dleo de chia na propor¢do 1:1 (m:m). No cromatograma das particulas contendo o
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oleo de chia (Figura 3), o pico do acido estearico (C18:0) apresentou-se bem pronunciado, assim
como ocorreu 0 aparecimento de picos de &cidos graxos ndo identificados, provavelmente impurezas
contidas no acido estearico utilizado como encapsulante. A recuperacdo percentual de dmega-3 e
O0mega-6 apresentou valores altos, comprovando que ndo ocorreu perda desses compostos durante a
obtencdo das particulas, quer seja por degradacdo devido ao aquecimento a 75°C ou pela aplicacdo do
ultrassom. Esse resultado indica que a técnica utilizada é interessante na obtencdo de particulas
lipidicas contendo acidos graxos insaturados. A eficiéncia de encapsulacdo foi maior para 0 6mega-3
do que para 0 dmega-6, 0 que pode estar relacionado com a conformacgdo molecular dos &cidos graxos
no interior das particulas. Devido ao menor numero de insaturacBes, 0 6mega-6 possui estrutura
molecular menos compacta, 0 que pode prejudicar sua estabilizacdo dentro da estrutura semi-
cristalina do &cido estearico.

Caracterizacdo das particulas.A Figura 4apresenta as imagens de microscopia Otica das
particulas contendo o 6leo de chia e na Figura 5 sdo apresentados os espectros de infravermelho do
6leo de chia, das particulas contendo o éleo encapsulado e de particulas obtidas sem a adi¢do do 6leo
de chia. Os espectros foram normalizados a fim de possibilitar a comparacao.

oleo de chia in natura

particulas
contendo oleo de chia

particulas
sem oleo de chia (branco)

000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
numero de onda (cm™)

Emi
Figura 4 - Imagem de microscopia 6tica das Figura 5 — Espectros do 6leo de chia in natura, das
particulas contendo 6leo de chia particulas contendo o 6leo encapsulado e de particulas de

acido esteérico obtidas sem a adicéo do 6leo de chia.

Apesar do baixo aumento utilizado, € possivel perceber que as particulas possuem tamanhos da
ordem de 5 a 10 micrémetros, o que é esperado devido ao baixo tempo e poténcia de sonicagdo
aplicados.O espectro de FTIR do 6leo de chia apresentoua banda de absorcdo em 3010 cm™
caracteristico do estiramento da ligagdo =C-H (Vidal et al., 2014). Essa banda em particular é de
interesse pois o encapsulante utilizado ndo apresenta insaturagdes na cadeia carbonica.Essa banda esta
presente também nas particulas, contudo com menor intensidade, sugerindo que o 6leo esteja
localizado no interior das particulas de &cido estearico. Esse resultado corrobora aqueles obtidos por
cromatografia gasosa, indicando que a técnica de encapsulagéo foi eficiente em encapsular o 6leo de
chia.

4. CONCLUSOES
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Oleo de chia foi extraido e encapsulado em particulas micrométricas de &cido esteérico. As
andlises de cromatografia gasosa e FTIR demonstraram que o 6leo foi efetivamente encapsulado nas
particulas. A eficiéncia de encapsulacdo foi maior para 0 6mega-3 do que para o 6mega-6,
possivelmente devido a conformacdo molecular favoravel causada pelas ligacGes carbono insaturadas
do 6mega-3. Apesar dos baixos aumentos das imagens de microscopia Otica, foram observadas
particulas tamanhos micrométricos.
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