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Figura 19: Imagens obtidas por microscopia eletronica de Varredura. Dieta 80
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ABREVIATURAS
%EE: Eficiéncia de encapsulagao
%L30: Liberagao de glicose em 30 minutos
/g.ptn: “por grama de proteina”

[1/6 H20] - reducéo do volume de agua de suspenséo das particulas para 1/6 do
volume da agua usada na produgdo do coacervado

[GLI]: Concentragao da solugéo de glicose

[PTN]: Concentragao da solugéo de proteina

AE: Acido estearico

Aw: atividade de agua

CMPL-GLI: Coacervados contendo microparticulas lipidicas contendo glicose
CMPL-PTN: Coacervados contendo microparticulas lipidicas contendo proteina
D: Dieta sem recobrimento

D1: Dieta fornecida pelo Caunesp, desidratada em spray dryer, adicionada de 6leo
de soja e aglomerada com pectina/calcio.

D2: Coacervado: Parede: Gelatina/goma arabica. Recheio: éleo de soja(20% do
material de parede, bs) e astaxantina (5% do total de éleo).

D3: Coacervado: Parede: Gelatina/goma arabica. Recheio: gordura de peixe
(20% do mat.de parede, bs) e astaxantina (5% do total de éleo).

D4: Coacervado: Parede: Gelatina de peixe /goma arabica. Recheio: 6leo de soja
(20% do material de parede, bs) e astaxantina (5% do total de dleo).

D5: Coacervado: Parede: Gelatina de peixe/goma arabica. Recheio: gordura de
peixe (20% do material de parede, bs) e astaxantina (5% do total de 6leo).

DO: Dieta adicionada de 6leo milho (adigao manual)

DOPC: Dieta adicionada de 6leo, recoberta com gelatina e pectina/calcio
DOPC: Dieta adicionada de 6leo, recoberta com pectina — calcio

dp: didmetro médio da particula

FITC: isotiocianato de fluoresceina

GO0,1: Microparticulas coacervadas reticuladas com 0,1mM de glutaraldeido/g de
proteina, 18 horas, umidas.

GO0,1L: Microparticulas coacervadas reticuladas com 0,1mM de glutaraldeido/g de
proteina, 18 horas, posteriormente secas por liofilizagao.

GO0,1SD: Microparticulas coacervadas reticuladas com 0,1mM de glutaraldeido/g
de proteina, 18 horas, posteriormente secas em spray dryer.

G1: Microparticulas coacervadas reticuladas com 1mM de glutaraldeido/ g de
proteina, 18 horas, umidas.
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G1L: Microparticulas coacervadas reticuladas com 1mM de glutaraldeido/ g de
proteina, 18 horas, posteriormente secas por liofilizagao.

G1SD: Microparticulas coacervadas reticuladas com 1mM de glutaraldeido/ g de
proteina, 18 horas, posteriormente secas em spray dryer.

GLI: glicose

GVH: Gordura vegetal hidrogenada

Inv: Sistema “invertido” (recheio emulsionado na goma arabica)

JP400: Dieta de procedéncia japonesa com diametro médio de 400 microns

JP700: Dieta de procedéncia japonesa com diametro médio de 700 microns

LIP/GLI: Proporgao entre mistura lipidica e solugéo de glicose
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MPL-GLI: Microparticulas lipidicas contendo glicose
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PD: Particulas destruidas

Pl: particulas integras

PPI: Particulas parcialmente integras

PTN: proteina

R: Referéncia (recheio emulsionado na gelatina)

SDS: Dodecil sulfato de sodio

SR: Microparticulas coacervadas sem reticulagdo umidas.

SRL: Microparticulas coacervadas sem reticulagéo posteriormente secas por
liofilizacéo

Te: temperatura de entrada

TG: Microparticulas coacervadas reticuladas com 10U de enzima/g de proteina, 18
horas, umidas.

TGL: Microparticulas coacervadas reticuladas com 10U de enzima/g de proteina,
18 horas, posteriormente secas por liofilizacao.

TGSD: Microparticulas coacervadas reticuladas com 10U de enzima/g de proteina,
18 horas, posteriormente secas em spray dryer.

Ts: temperatura de saida

USA: dieta de procedéncia americana
Pq: densidade do gas

pp: densidade efetiva da particula
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Resumo

RESUMO

A microencapsulacido € uma técnica para recobrimento de substancias para
a protecao e/ou liberacdo controlada das mesmas. As microcapsulas podem ser
uma alternativa para obtencdo de uma dieta para alimentagao das larvas de peixe
na piscicultura intensiva. Dois métodos de microencapsulagdo foram empregados
para producao de microparticulas, potenciais na substituicdo do alimento vivo
(rotiferos e artémias) oferecido as larvas de peixe nos primeiros estagios de
desenvolvimento.

O primeiro baseou-se na secagem em spray dryer de uma dieta liquida.
Essa dieta desidratada sofreu aglomeragao e recobrimento para manipulagéo do
diametro médio das particulas e solubilidade. Os diametros médios dos
aglomerados foram significativamente maiores que da dieta desidratada sem
aglomeracado. As solubilidades em sdlidos soluveis e em proteinas soluveis da
dieta sem recobrimento foram altas para 120 minutos de permanéncia em agua. A
adicdo de dleo a dieta desidratada e o recobrimento polimérico reduziu esses
valores de solubilidade. O aspecto apresentado pela dieta desidratada sem
recobrimento foi caracteristico de produtos desidratados por spray dryer. Os
aglomerados apresentaram camada de recobrimento com falhas, o que justificou
as baixas diminui¢des de solubilidades observadas.

O segundo processo de microencapsulagao foi a coacervagédo complexa
entre gelatina e goma arabica, e como recheios foram utilizados uma mistura de
oleoresina de paprica e 6leo de soja e dois compostos hidrofilicos (glicose ou
isolado protéico de soro de leite) retidos em matrizes lipidicas solidas. Por
microscopias diversas (confocal, oética e eletrbnica de varredura) as
microparticulas coacervadas se apresentaram esféricas e multinucleadas. As
microparticulas coacervadas contendo oleoresina de paprica e 6leo de soja foram
reticuladas com glutaraldeido ou com transglutaminase, e submetidas a secagem
por estufa com circulagdo de ar, liofilizador e spray dryer. A secagem em estufa
nao permitiu a obtencdo de um material com microparticulas individualizadas
enquanto a liofilizacdo permitiu a manutencao da estrutura esférica para todas as
amostras inclusive a sem reticulacdo. A secagem em spray dryer apresentou
baixissimo rendimento, e s6 foi possivel para microparticulas reticuladas, com
integridade das estruturas associada ao tipo/concentragdo de reticulante. A
liberacdo da oleoresina foi avaliada em etanol absoluto por 120 minutos, para as
microparticulas coacervadas umidas com e sem reticulagdo e suas respectivas
amostras desidratadas. A liberagdo do recheio foi alta (acima de 95%) para todas
as amostras umidas, exceto para a amostra reticulada com 1,0mM/g.ptn de
glutaraldeido. As amostras desidratadas por liofilizagdo tiveram liberagcdo de seu
conteudo reduzida, ndo ultrapassando 35,4% apdés 120 minutos para todos os
tratamentos. A liberagdo do recheio das microparticulas desidratadas por spray
dryer foi baixa e proporcional a manutencao da integridade das particulas. Para
veiculacdo dos compostos hidrofilicos nos coacervados, foram produzidas
microparticulas lipidicas (spray chilling). Essas microparticulas lipidicas foram
incorporadas com sucesso nos coacervados. A liberagao dos compostos soluveis
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do interior dos coacervados foi maior para glicose que para a proteina, para 20
horas de permanéncia em agua.

A aceitacdo das microparticulas produzidas foi avaliada em um ensaio
biolégico in vivo com larvas de pacu. Foram testadas uma dieta aglomerada e
quatro coacervados produzidos utilizando gelatina bovina ou gelatina de peixe na
parede e Oleo de soja ou gordura de peixe como recheio. O nivel de aceitagdo das
dietas foi de maiores valores para os coacervados produzidos com gelatina
bovina/gordura de peixe e gelatina bovina/éleo de soja, seguidos pelo coacervado
produzido com gelatina de peixe/6leo de soja, pelo aglomerado e por ultimo o
coacervado produzido com gelatina de peixe/gordura de peixe. Os coacervados
produzidos com gelatina bovina contendo 6leo de soja ou gordura de peixe
apresentaram-se promissores como dietas necessitando ainda de ajustes
nutricionais para atenderem as exigéncias das larvas em crescimento.
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SUMMARY

The microencapsulation is one technique for covering or evolving
substances with the aim to provide protection and/or controlled release of the same
ones. The microcapsules can be an alternative for attainment of a diet for feeding
of the larvae of fish in the intensive aquaculture. Two methods of
microencapsulation had been used for production of microparticles in the
substitution of the alive food (rotifers and artemias) offered to the larvae of fish in
the first periods of growing.

The first one was based on the spray drying of one nutritionally and
balanced liquid formulation. The dehydrated diet was agglomerated adjust the
average size and solubility of the particles. The size of the agglomerated particles
was increased efficiently. The solubilities in total soluble solids and soluble proteins
of the diet without covering had been high with values (above 50%) for 120
minutes of permanence in water. The addition of oil to the dehydrated diet (OD)
and the agglomation with pectate and calcium reduced the values of solubility. The
aspect presented for the diet dehydrated without covering was characteristic of
products dehydrated by spray dryer. The surface of the agglomerated particles
presented some imperfections, which justified the low reductions of solubilities. The
second process used was the complex coacervation between gelatin and acacia
gum and as a core materials, a mixture of paprika oleoresin and vegetable soy oil
and two hydrophilic composites (glucose or whey protein isolate). After, the lipidic
microparticles were used as core material for microparticles obtained using
complex coacervation. Using different types of microscopies (confocal, optical and
scanning electronic microscopy) it was possible to characterize the coacervated
microparticles that showed spherical geometry and multinuclear distribution of the
core material. The microparticles containing paprika oleoresin of paprika and
vegetable soy oil as core material had been crosslinked with glutaraldehyde or
transglutaminase, and were dried using one oven with air circulation, spray dryer
and freeze drying processes. The drying using oven did not allowed the attainment
of a dry material presenting free flowing. The freeze drying, on the other side,
allowed the attainment of microparticulated material showing spherical structure
and free flowing for all samples including samples without cross-linking. The yield
of the spray drying process was very low. This process did not work when non
crosslinked samples were dried. The high level of cross-linking using 1.0mM/g of
ptn showed the best results compared with transglutaminase or glutaraldehyde at
0.1mM/g of protein (reaction time of 18 hour for both) showing the maintenance of
the moist microparticles structure. The release of the oleoresin was evaluated for
the moist and dehydrated samples with and without crosslinking using ethanol as
the release medium during 120 minutes. The core release observed was above
95% for moist coacervated without crosslinking, crosslinked using
transglutaminase and for samples crosslinked with the low level of glutaraldehyde.
The release level decreased when concentration of glutaraldehyde was increased.
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Dryed samples using freeze drying showed a great decrease on the release
amount, not exceeding 35.4% after 120 minutes for all the treatments. The release
of the core from the dehydrated microparticles using spray dryer was proportional
to the maintenance of the integrity of particles. Again, cross-linking using high
concentration of glutaraldehyde/g.ptn produced the best results.Lipidic
microparticles had been incorporated successfully in the coacervated
microparticles. The amount of released soluble composites using water solution
was high to glucose and relative low for the protein after 20 hours of experiment.

The acceptance of the microparticles was evaluated in a live biological
assay using larvae of pacu. A diet agglomerated with calcium pectate and four
coacervated microparticles using bovine gelatin or fish gelatin as the wall materials
and vegetable soy oil or fat fish as core materials had been tested. Ranking of
acceptance of the diets showed bigger values for the coacervated microparticles
produced with gelatin/fat fish or gelatin/soy oil, followed by the microparticles
produced with fish gelatin/soy oil, agglomerated particles and finally coacervate
particles using fish gelatin/fat fish. The coacervation process showed interesting
results but improvement on the nutritional balance needs to be done.
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Capitulo 1. Intodugdo/Justificativa

CAPITULO 1.
INTRODUGAO/JUSTIFICATIVA

A busca por uma qualidade melhor de vida nos dias atuais passa também
por uma mudanca de habitos alimentares. Nesse sentido, o consumo de alimentos

saudaveis e com funcionalidade nutritiva natural vem aumentando.

O peixe &€ um desses produtos, e seu consumo tem aumentado
significativamente pelas pessoas que buscam fontes de proteinas animais
alternativas a carne bovina, suina e de frango. O consumo de peixes vem
crescendo no mundo todo nos ultimos anos, em decorréncia do aumento
populacional e também por essas mudancas nos habitos alimentares. Com isso a
producdo de peixes também vem aumentando bastante, passando de uma fonte
de subsisténcia no passado, para uma atividade comercial em franco crescimento
que atende ainda a uma série de propoésitos sécio-econémicos, como geragao de

empregos e incremento de renda de diversas populag¢des na area rural.

A ampliagdo do setor de aquicultura vem exigindo inovagdes tecnoldgicas
que permitam ampliar a producao, visando atender a crescente demanda mundial.
A piscicultura intensiva € uma alternativa para producdo de peixes em cativeiro.
Os custos com a implementagcdo de um manejo variam com o tamanho da
instalacdo desejada, onde boa parte destes gastos (50%) é utilizada com a
alimentagao dos animais nos varios estagios de crescimento. Deste total, cerca de
75% sao gastos com o fornecimento dos alimentos vivos necessarios nos

primeiros estagios de desenvolvimento das larvas de peixes.

Alternativas a utilizagdo de alimentos vivos incluem o desenvolvimento de
alimentos inertes (ragbes), de custo reduzido e de boa qualidade nutritiva, que
possam substituir o alimento natural, atendendo as exigéncias de crescimento dos
animais, nas diversas etapas de desenvolvimento. No entanto, larvas de peixes
recém-eclodidas, de um modo geral, apresentam baixa assimilagdo dos alimentos

inertes. A dificuldade em introduzir satisfatériamente a dieta artificial na
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alimentagao das larvas séo associados a limitagdes no trato digestivo, envolvendo
seu baixo desenvolvimento e a deficiéncias no perfil enzimatico, observados nos

primeiros estagios de desenvolvimento.

Diversos processos podem ser empregados para produgdo de alimentos
inertes. Dentre eles, a microencapsulacdo vem despontando como uma alternativa
potencialmente interessante na obtecdo de uma dieta, que apresente boa

aceitacdo e manutengao do crescimento para as larvas de peixe.

A microparticula é constituida por um recheio e por uma parede, que pode
ter caracteristicas variadas em funcdo dos materiais utilizados e do processo
empregado para sua formacdo. Biopolimeros em geral como gomas, amidos,
proteinas e lipidios, podem ser usados como material de parede. Essa diversidade
na producdo das microparticulas permite a obtecdo de combinacbes de

ingredientes que atendam as necessidades nutricionais das larvas.

Além disso, as propriedades de retencdo, protecao e liberacdo controlada,
inerentes das microparticulas, tornam a técnica de microencapsulacdo muito
interessante para produg¢ao de um alimento inerte. Essas propriedades permitem
reter de nutrientes de tamanhos moleculares diferentes que podem ser liberados
em situagdo especifica, protegendo-os até a sua utilizagdo, evitando que sejam
lixiviados pela agua. A técnica permite ainda, uma adequacédo no tamanho das
particulas que atenda as caracteristicas de alimentagdo das larvas dos peixes
como o tamanho da boca, caracteristicas do sistema digestivo-enzimatico e de

densidade da capsula (flutuabilidade).

A tecnologia de microencapsulagao ainda é pouco conhecida no Brasil e a
necessidade de seu estudo vem crescendo com a exigéncia da industria nacional
em assimilar novas tecnologias que permitam oferecer produtos mais competitivos

(diversificados e de alto valor agregado) ao mercado interno e externo.

Com o intuito de ampliar os conhecimentos sobre essa tecnologia, o

laboratério de Controle de Qualidade/Depan vem desenvolvendo trabalhos com
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microencapsulagdo (materiais de parede, recheios diversos e processos), e
caracterizacao das microcapsulas. Em associagao com o Centro de Aquicultura da
Unesp/Jaboticabal — SP, foi possivel o desenvolvimento desse trabalho, que visou
a utilizagao de técnicas de microencapsulagéo para produgao de particulas com

potencial para serem utilizadas como dietas inertes para larvas de pacu.
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CAPITULO 2.

REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. AQUICULTURA

A aquiicultura é definida pela FAO [2003a] como o cultivo de organismos
aquaticos (peixes, moluscos, crustaceos e plantas aquaticas). A piscicultura é
definida como um ramo da Zootecnia que atua sobre a atividade de criagdo de

peixes [Pesquisa Agropecuaria, 2004].

A aquicultura é uma atividade antiga, praticada desde quatro mil anos pelos
chineses, quando era utilizada uma integragdo entre o cultivo dos peixes e as
plantacdes de arroz. Registros mostram que a criagdo de peixes também foi
exercida na Mesopotamia, no periodo Romano e no Egito antigo [FAO, 2003a;
Piscicultura, 2003].

Praticada inicialmente como fonte de subsisténcia, a aquicultura cresceu e
se desenvolveu atendendo nos dias atuais a uma série de propdsitos

socioecondmicos [FAO, 2003a] tais como:

e Produzir alimento de alto valor nutritivo;

e Contribuir para o desenvolvimento rural, com geracdo de empregos e
atividades correlacionadas;

e Promover atividades relacionadas a pesca esportiva e consequente
desenvolvimento do turismo local;

e Cultivar espécies ornamentais e exoticas;

e Controlar o desenvolvimento de plantas aquaticas ou de doengas perigosas
para o ser humano ou colheitas;

e Dessalinizagao e outras formas de recuperacio do solo.

A aquicultura apresenta um grande potencial de desenvolvimento que, no

entanto, ainda € muito pouco explorada. Os incrementos da atividade podem
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trazer vantagens ao pequeno produtor rural como: gerar empregos na area rural,
disponibilizar fontes alimenticias de alto valor nutritivo e preservar a biodiversidade
aquatica. Além disso, permite melhorar a renda familiar, diminuir o preco do
pescado no mercado, favorecendo o aumento do consumo e aumentando da

oferta de empregos diretos e indiretos, etc [FAO, 2003a].

No panorama mundial, a falta de uma legislagéo especifica para controle e
gerenciamento desse agronegdécio e de politicas governamentais de incentivo
dificultam o crescimento do setor [FAO, 2003a; Tiago, 2003]. O Brasil apresenta
um dos maiores potenciais do mundo para a producao de pescado, através da
aquicultura. A vastidao do territério, rico em bacias hidrograficas, como: a bacia
amazoénica (responsavel por 20% da agua doce do mundo), aguas represadas em
acudes (5 milhdes de hectares no Nordeste), reservatérios construidos para a
geragdo de energia hidroelétrica ou para abastecimento urbano e 8 mil
quildbmetros de costa, que possibilita uma enorme e variada atividade de
aquicultura de espécies marinhas e de agua doce [Pesquisa Agropecuaria,
2004].

Na regiao do Distrito Federal, alguns projetos tém sido implementados na
tentativa de aumentar a producéo local para atender a demanda, que é bem maior
que a meédia nacional (12,8kg per capital/ano em Brasilia contra 6,4kg per
capita/ano nacional). Com o incentivo do Pro-Rural DF, projetos como Produgéo e
Comercializacdo de Peixe, Piscicultura Familiar, Processamento de Pescados e
Pesca Esportiva, vém ganhando espaco, permitindo o aproveitamento das
condigbes favoraveis da regido como: o clima, agua e solo de boa qualidade.
Atualmente existem 200 hectares de espelhos d’agua ja implantados, o que
permitira triplicar a oferta do produto na regido [Secretaria de Agricultura,

Pecuaria e Abastecimento, 2003].

No Mato Grosso do Sul, na regido pantaneira, existem atualmente 120
produtores e as toneladas de produto gerado atendem o mercado local e outros

estados. O cultivo do pescado permite a subsisténcia de mais de 2000 familias,
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além de promover o turismo, que passou de 29,5% em 1995 para 32,7% em 1997
[Piscicultura, 2003].

Em Santa Catarina, a producdo de peixes de agua doce perfaz 19% da
producdo nacional, gerando incremento na renda de mais de 20 mil familias. A
Universidade Federal de Santa Catarina vem desenvolvendo diversos projetos
visando solucionar problemas relacionados a essa atividade. A implementagao de
um plantel de reprodutores, além de suporte ao desenvolvimento de tecnologias
para cultivo de espécies nativas e estudos ecoldgicos vem contribuindo para um
melhor aproveitamento dos recursos hidricos da bacia Uruguaia [Papo Ciéncia —
UFSC, 2003].

Minas Gerais apresenta grande potencial hidrico, relativamente bem
distribuido, com aproximadamente 4.586 km? em 4&guas interiores,
correspondendo a 6,9% do existente no Brasil e, apesar de ocupar o 4° lugar em
superficie de aguas interiores, os dados mostraram uma producdo de
aproximadamente 4000 t/ano de peixe, sendo, em sua maioria, producao
extrativista. O consumo per capita de peixe na grande Belo Horizonte € de 4Kg e
no interior, apenas 200g; sendo valores inferiores ao consumo médio do brasileiro

[Pesquisa Agropecuaria, 2004].

O SEBRAE também vem incentivando a pratica da piscicultura, criando
parcerias para a ampliacdo da produgdao e para o desenvolvimento de novas

tecnologias que permitam o crescimento do setor [Noticias-Sebrae, 2003].

2.1.1. Produgao e consumo de peixes

A piscicultura teve inicio no Brasil a partir de estudos cientificos em 1927 e
comegou a se desenvolver mais rapidamente a partir da década de 70, seguindo a
tendéncia mundial do setor [FAO, 2003b; Piscicultura, 2003]. O aumento

populacional, um relativo aumento na renda per capita, os varios estudos
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mostrando os beneficios da ingestdo de carne de peixe e principalmente uma
conscientizagdo quanto a melhoria da qualidade de vida que envolve, dentre
muitos fatores, a busca de uma alimentagdo mais saudavel, sdo os principais
responsaveis pelo aumento da demanda de pescado nos ultimos anos [Espinola
Filho, 1999; FAO, 2003b] como mostram os dados da FAO na Tabela 1.

Varios dados estatisticos apresentados pela FAO para o ano de 2000
(Tabelas 2 e 3) mostraram um aumento de 6,3% em relagédo ao ano anterior na
producdo mundial total, sendo a Asia (mais especificamente a China), a detentora
dos maiores valores, tanto para a produgdo por peso (91,3%), quanto pela

movimentagao financeira (82,1%).

Tabela 1: Producao e Utilizacdo de Pescados no Mundo*

PRODUGCAO
(milh6es de toneladas)

1994 1995 1996 1997 1998 1999

Continental
Por captura 6,7 7,2 7,4 7,5 8,0 8,2
Cultivado 12,1 14,1 16,0 17,6 18,7 19,8
Total 18,8 21,4 23,4 25,1 26,7 28,0
Marinha
Por captura 84,7 84,3 86,0 86,1 78,3 84,1
Cultivado 8,7 10,5 10,9 11,2 12,1 13,1
Total 93,4 94,8 96,9 97,3 90,4 97,2
Total capturado 91,4 91,6 93,5 93,6 86,3 92,3
Total cultivado 20,8 24,6 26,8 28,8 30,9 32,9
Total de pescado 112,3 116,1 120,33 1224 117,2 125,2
UTILIZAGAO
Consumo Humano 79,8 86,5 90,7 93,9 93,3 92,6
Farinha de peixe e 6leo 32,5 29,6 29,6 28,5 23,9 30,4
Populagao (bilhdes) 5,6 5,7 5,7 5,8 59 6,0

Consumo per capita (kg) 14,3 15,3 15,8 16,1 15,9 15,4

*Adaptado de FAO [2003c]:
(http://www.Fao.org/DOCREP/003/X8002E/x8002e00.htm#TopOfPage)
**Estimativa preliminar
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Tabela 2: Produgcdo mundial (%) total dos varios tipos de produto da aquicultura
em 2000*.

Por peso (45.715.599 tons) Por valor (56.466.981.900 US$)

Peixes 50,4 55,9
Moluscos 23,5 16,8
Plantas aquaticas 22,2 9,9
Crustaceos 3,6 16,6
Outros 0,3 0,8

*Adaptado de FAO [2003c].

Tabela 3: Produgdo mundial (%) em 2000, dividida por regides.*

Por peso (45.715.599 tons) Por valor (56.466.981.900 US$)

América Latina e

Caribe 1,9 5,3
América do Norte 1,2 2,2
Africa 0,9 1,7
Oceania 0,3 0,5
Europa 4.4 8,2
Asia 91,3 82,1

*Adaptado de FAO [2003c].

A FAO [2003c] ainda apresenta varios dados estatisticos situando a
contribuigdo da aquicultura na produgdo mundial de carne (Tabela 4), e também a
participacdo da proteina oriunda do pescado na dieta humana em varias regides
do mundo (Figura 1). Essa demanda é ditada por muitos fatores como: habitos
culturais, disponibilidade do produto e consequente preco no mercado,

conscientizagédo dos beneficios da ingestéo de peixes, etc.
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Tabela 4: Produgdo mundial de carne dividida pela origem animal (% sob 254,8
milhdes tons).*

Fonte protéica (%)
Frango 22,8
Porco 35,2
Aquaticos 8,6
Boi/Vitela 22,2
Carneiro/ovelha 3,0
Outras 8,3

*Adaptado de FAO [2003c].

] 0 Mundial

mLFDCS*

m Paises em desenwlvimento

0 Paises desenvolvidos

7.1
94

|’10 3 mAmérica do Sul

19,4 933 @ Américas do Norte e Central

21,1 B Oceania

Grupos Populacionais

0 5 10 15 20 25
Contribuigio (%) O Africa

0 Europa

mAsia

Figura 1: Contribuicdo da proteina oriunda da carne de peixe na alimentagao de
varios grupos populacionais no mundo [FAO, 2003].

2.1.2. Criagcao de peixes para o consumo

A producido de peixes baseia-se na pesca extrativa e na piscicultura. A
primeira é responsavel pela maior parte da produgcdo mundial, mas, em virtude das
atuais variagdes climaticas e a poluicao crescente das aguas, vem sofrendo queda
pela diminuigdo da quantidade de peixes disponivel. Com isso, a piscicultura se

apresenta como uma opgao mais segura na obtencdo de pescado e vem,

9
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portanto, ganhando espaco na produ¢do mundial nos ultimos anos (aumento de
58% entre 1994 e 1999) [FAO - 2000].

A piscicultura pode ser dividida em monocultivo, onde uma unica espécie de
peixe é cultivada, ou policultivo, onde diferentes espécies de habitos alimentares
diferentes sao criadas. Existem ainda os consércios entre a criagdo de peixes com
outras criacbes de animais, como suinos e aves. Nesses sistemas, os residuos
produzidos nas culturas animais sdo aproveitados na alimentacdo dos peixes
[Apostila de Aquacultura, 2003].

A pratica da piscicultura ainda pode ser extensiva, sendo praticada em
acudes, represas e mananciais, sem controle dos predadores e baseada em
alimentagdo natural como fitoplancton, zoopléncton, sedimentos organicos e
plantas aquaticas, ja existentes nos locais de produgéo; semi-extensiva na qual a
alimentacao natural é reforcada com fontes baratas de alimentos ou intensiva com
0 uso de dietas balanceadas para acelerar o crescimento dos peixes, aumentando
a produtividade e sem dependéncia da disponibilidade de alimentos naturais
[Apostila de Aquacultura, 2003].

A implementacdo e manutengdo de um sitio de cultivo de peixes envolve
investimentos em infra-estrutura, alimentacdo, matrizes, insumos diversos como
nutrientes, agentes quimicos para manutengdo da qualidade de agua, remédios,
etc. A alimentacao é responsavel por cerca de 50% dos gastos de produgao e
nesse montante, até 75% sao gastos com a produgao de alimentos vivos (artémia,
rotiferos e zooplancton), usados na alimentacdo das larvas de peixes nos

primeiros estagios de crescimento [Kolskovski, 2001; Langdon, 2003].

Muitos estudos vém sendo conduzidos para o desenvolvimento de dietas
inertes com o intuito de substituir o alimento vivo. O sucesso desses trabalhos,
com a comercializagdo das dietas formuladas, implica em diminuicdo dos custos
de produgao, melhores condigbes microbioldgicas do alimento oferecido e menor

dependéncia de condicdes externas favoraveis ao cultivo do alimento vivo.

10
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A Tabela 5 apresenta as diferencas entre custos de dietas formuladas e

alimentos vivos numa cotacao de precos, feita pela Internet.

Tabela 5: Cotagao de precos de alimentos para larvas de peixe*.

. . Preco Kg
Site Produto Tipo (US$)
Great Salt Lake Artemia cysts Vivo 51,76
San Francisco Original Artemia cysts Vivo 175,50
Artemia-international.com artemia decapsulada inerte 26,00
) Biomassa de artemia congelada inerte 6,00
Artemia Flakes inerte 11,00
Golden Pearls - Artemia replacement microcapsulas 50,00
actwin.com/fish Ovos de Artémia Vivo 130,60
Great Salt Lake Strain Cysts vivo 102,20
Miami-aquaculture.com San Francisco Bay Strain Cysts vivo 164,70
' Lansy NRD 1/2 (Artemia redution feed) inerte 48,88
Proton 1 (Artemia Reduction Feed) inerte 54,13

* Sites diversos da Internet (atualizada em setembro de 2005).

Para ser considerada uma boa candidata a substituir o alimento vivo, a
dieta inerte deve atender algumas exigéncias. Inicialmente a dieta deve apresentar
estabilidade em agua com alta retengdo de seus constituintes, além disso deve
possuir caracteristicas fisicas (tamanho, rigidez, densidade) e quimicas (nao-
téxicas) que permitam sua ingestao pelas larvas. Deve também ser digerivel pela
larva, além de atender todas suas necessidades alimentares promovendo sua
sobrevivéncia e o seu crescimento [Guthrie et al., 2000; Yufera et al., 1996;
Pedroza-Islas et al., 2000; Baskerville-Bridges & Kling, 2000; Kvale et al.,
2005].

Com isso, para o desenvolvimento de uma dieta adequada, muitas
caracteristicas como requerimentos nutricionais (aminoacidos essenciais, lipidios
e carboidratos, vitaminas, minerais), habitos alimentares, caracteristicas
fisiologicas (constituicdo do trato gastrintestinal, composicdo em enzimas
digestivas, tamanho de boca, tempo de digestdo) das diversas espécies de peixes
cultivaveis devem ser conhecidas, permitindo assim, a escolha da melhor forma

para producao do alimento inerte [Millamena et al., 1999].

11



Capitulo 2. Revisdo Bibliografica

2.1.3. Dietas artificiais (microparticulas) e alimentagao das larvas

Os primeiros estudos para desenvolvimento de um alimento inerte para
larvas de peixe a partir de microparticulas datam de 1966 [Langdon, 1989].
Desde entéao, diversos tipos e métodos de produgao de microparticulas vém sendo
estudados como potenciais na veiculagdo de nutrientes para larvas de peixes
[Onal & Langdon, 2005]. As possibilidades de liberagdo controlada e modulagéo
do tamanho da particula sdo muito atraentes para adequacao da dieta produzida

as exigéncias especificas de cada tipo de larva [Kvale et al., 2005].

A perda de nutrientes hidrossoluveis, apresentada por alguns tipos de
microparticulas, tem sido citada como limitagdes tecnologicas no seu emprego
como substituto para alimentos vivos [Villamar & Langdon, 1993; Onal &
Langdon, 2004 a e b; Onal & Langdon, 2005; Baskerville-Bridges & Kling,
2000; Kvale et al., 2005; Mukai-Corréa et al., 2005]. A solubilidade da dieta
interfere no perfil nutricional da mesma, pela perda de nutrientes, e na
manutencao da qualidade da agua do tanque de cultivo, permitindo a proliferagéo
de flora bacteriana indesejavel, aumentando as taxas de demanda biol6gica de
oxigénio, dentre outros problemas que podem comprometer seriamente a saude e
o desenvolvimento das larvas implicando em prejuizos para o produtor [Yufera et
al., 1999; Bitancourt, 2003; Obaldo et al., 2002; Kvale et al., 2005].

A capacidade digestiva das larvas &, muitas vezes, um fator limitante a
utilizacdo dos alimentos inertes nos primeiros estagios de desenvolvimento. O
processo de digestdo e absorgédo de nutrientes das larvas recém-eclodidas n&o é
totalmente esclarecido. Diversos autores discutem diferentes teorias que explicam
as mudangas no trato gratrointestinal e as influéncias dessas mudangas na

capacidade das larvas de converterem os alimentos e gerar crescimento.

Algumas dessas teorias estdo associadas ao fato de muitas espécies
possuirem limitacbes digestivas, como um aparelho digestivo incompleto,
auséncia de algumas enzimas, dentre outras. Estudos indicam que os alimentos

vivos (artémias e rotiferos) podem ajudar no desenvolvimento do trato
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gastrintestinal contribuindo com enzimas exogenas e apresentando perfil protéico
mais adequado ao crescimento saudavel das larvas [Langdon, 2003; Kolkovski,
2001]. Em outra teoria, fatores como liberagdo de compostos do alimento vivo,
estimulam a produgdo de enzimas digestivas e de substancias facilitadoras da
digestao [Kolkovski, 2001].

A constituicdo das dietas inertes também é relacionada a baixa capacidade
de promover crescimento apresentado por algumas dessas. A utilizacdo de
proteinas e outros contituintes de baixa digestibilidade pelas larvas e a baixa
umidade de muitos tipos de dietas (60-90% de massa seca em contraponto ao
alimento vivo que varia entre 10 a 15%) podem dificultar a digestdo dessas

particulas pelas larvas [Langdon, 2003].

Além do aspecto relacionado a digestdo da dieta, a aceitabilidade da
mesma pelas larvas, também esta diretamente relacionada com sua sobrevivéncia
e desenvolvimento. Muitas vezes as dietas inertes apresentam aceitabilidades
menores que dos alimentos vivos, acarretando em taxas de crescimento também
menores. Em diversos casos, a aceitabilidade das dietas inertes é elevada e, no
entanto, o desenvolvimento das larvas é inferior ao apresentado por larvas que
ingeriram o alimento vivo, sugerindo a existéncia de fatores nutricionais, presentes
no alimento vivo, que melhoram a conversdo dos nutrientes para ganho de peso
[Kolkovski, 2001].

Caracteristicas como o tipo de fonte de proteinas (vegetal, animal ou uso de
hidrolizados) e lipidios, forma de producéo das dietas, tipos de material de parede
utilizados, podem influir na aceitabilidade da dieta inerte. Manipular caracteristicas
de tamanho, densidade e cor também podem melhorar essa aceitabilidade [Onal
& Langdon, 2005].

Yufera et al. [1996] trabalharam com dietas microencapsuladas e
concluiram que, microcapsulas com paredes menos rigidas, ofereciam um bom
sistema para o desenvolvimento de uma dieta inerte para larvas de peixes.

Allarcon et al. [1999] estudou a digestibilidade in vitro de microcapsulas
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produzidas com a utilizacdo de diversas proteinas como material de parede
(inclusive caseina), concluindo que o grau de hidrolise da caseina, determinado no
trabalho, indicou essa proteina como favoravel no uso em dietas inertes para

peixes.

Yufera et al. [1999] realizou um estudo in vivo, comparando o
desenvolvimento de larvas alimentadas com uma dieta microencapsulada com
outras alimentadas com rotiferos, com resultados razoaveis para as
microcapsulas, quanto a sobrevivéncia e crescimento das larvas. Pedroza-Islas et
al., [2000] microencapsularam uma dieta formulada utilizando trés polimeros e
suas misturas, como material de parede e estudaram as diferengcas de
microestrutura, tamanho de particula e distribuicdo do recheio nas diversas
capsulas obtidas. Marchetti et al. [1999] recobriu peletes e dietas extrusadas com
Oleo para evitar a lixiviagcdo de vitaminas, tendo bons resultados quanto a
estabilidade da dieta e retengdo dos componentes. Mukai-Corréa et al. [2004]
estudaram o potencial de microcapsulas produzidas por gelificagdo ibnica como

veiculador de nutrientes para larvas de peixe.

Quanto a aceitabilidade das dietas, os estudos dos chamados estimulos da
alimentagcdo, vém ganhando espaco como uma alternativa interessante no
aumento da ingestédo das dietas inertes. Esses estimulos podem ser baseados na
co-alimentacao das larvas, onde o alimento vivo e a dieta inerte sao oferecidos ao
mesmo tempo, ou na utilizagcdo de compostos quimicos ou estimulos fisicos que
incentivem a ingestdo da dieta inerte pelas larvas. Os estimulos quimicos sao
baseados em compostos como aminoacidos ou peptideos, que sao secretados
como metabdlitos pelo alimento vivo e que atuam como estimulantes do “apetite”
das larvas [Kolkovski, 2001]. Os estimulos fisicos baseiam-se no aspecto da
dieta (tamanho, cor, densidade, possivel movimentacdo) que possam atrair a

atencgao da larva, estimulando-a ao consumo das particulas.

Chu & Ozkizilcik [1999] aumentaram de 75 para 100% (numero de larvas

a ingerir as microparticulas) de ingestao de dieta inerte com a co-alimentagao com
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artémias. Papatryphon & Soares Jr. [2000] realizaram uma série de estudos na
determinacdo de aminoacidos e suas combinagdes como estimulantes da ingestao
de alimento por larvas de peixe. Pedroza-lslas et al. [2004] avaliaram
comparativamente a sobrevivéncia de larvas co-alimentadas com dietas inertes e
microalgas com outras alimentadas com microalgas e artémias, obtendo taxas de

sobreviéncia acima de 90% para as microdietas.

Diversos trabalhos vém sendo realizados para obtencédo de dietas inertes
com baixa lixiviacdo e alta aceitabilidade. O uso de microparticulas lipidicas ou
emulsdes para retencdo dos componentes hidrossoluveis dentro de
microparticulas poliméricas, tém apresentado resultados promissores na
encapsulacédo de aminodacidos, vitaminas, peptideos, sais, etc [Villamar &
Langdon, 1993; Buchal & Langdon, 1998; Chu & Ozkizilcik, 1999; Onal &
Langdon, 2004 a e b; Mukai-Corréa, 2003; Onal & Langdon, 2005]. Outras
técnicas, como aglomeracdo e recobrimento, podem ser empregadas para
melhorar a estabilidade das dietas [Cahu & Zambonino-Infante, 2001; Kvale et
al., 2005].

Apesar de resultados ndo muito favoraveis em diversos trabalhos, os
pesquisadores da area, acreditam que as microparticulas possam vir a substituir
completamente o alimento vivo. Para que isso se torne uma realidade,
minimizando os custos e maximizando a producido, muitos estudos vém sendo
desenvolvidos para aumentar o conhecimento sobre a fisiologia e comportamento
das larvas dos animais cultivados, paralelamente ao estudo de métodos de

microencapsulacao capazes de produzir particulas adequadas.
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2.2. MICROENCAPSULAGAO

A microencapsulagcdo é um procedimento para revestimento e protecao de
substancias, estudada desde algumas décadas com as primeiras aplicagbes na
industria de fotocopias [Fanger, 1974]. Nos ultimos trinta anos os estudos dessa
técnica permitram a ampliacdo do seu uso para a industria de alimentos,
farmacéutica, aromas e sabores, tintas, quimica, agricola, dentre outras [Fanger,
1974; Pothakamury & Barbosa-Canovas, 1995; Ré, 1998; Wieland-
Berghausen et al., 2002].

O conceito primario e também o modelo mais bem sucedido de
microencapsulacdo é observado nas células vivas, nas quais uma membrana
natural protege os componentes celulares, e exerce fungdo importante no
metabolismo, controlando seletivamente a entrada e saida de substancias das

células [Fanger, 1974].

A microencapsulagcdo pode ser definida resumidamente como um
procedimento no qual se recobre uma substancia de interesse por um material que
a isole total ou parcialmente do ambiente, formando capsulas. Na industria de
alimentos, a microencapsulacdo vem sendo aplicada com sucesso na protecéo de
substancias sensiveis a temperatura, oxidagdo, umidade, reagdes indesejaveis,
como acidulantes, flavorizantes, corantes, enzimas, microorganismos, sais
minerais, lipideos, vitaminas, aminoacidos [Bakan, 1973; Jackson & Lee, 1991;
Karel, 1990].

Além da fungédo de protecdo, outras vantagens podem ser associadas a
encapsulacdo de substancias [Goodwin & Somerville, 1974; Shahidi & Han,
1993; Ré, 1998]:

e Conversao de substancias liquidas ou gasosas em poés, permitindo sua
melhor utilizagdo em sistemas desidratados;

e Mascarar propriedades indesejaveis do material encapsulado como sabor,
odor, pH, propriedades cataliticas, dentre outras;
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e Permitir mecanismos de liberagdo controlada das substancias

encapsuladas para fins especificos nos produtos onde esta veiculada.

Essas vantagens permitem que os produtos microencapsulados tenham
melhor potencial de uso, tanto pela minimizacdo na perda de suas caracteristicas
desejaveis (sejam estas nutricionais, sensoriais ou quimicas) quanto pelo controle

de sua agao no alimento, pela possibilidade de uma “liberagao programada”.

A possibilidade de controle na taxa de liberagao do material de recheio das
capsulas é uma das mais exploradas fungdes dessa tecnologia e esta diretamente
relacionada com caracteristicas da parede formada como: estrutura quimica,
espessura, tamanho, porosidade e solubilidade [Fanger, 1974]. Por sua vez,
essas caracteristicas determinam a permeabilidade e a difusividade do recheio
pela parede. As caracteristicas funcionais das capsulas produzidas dependem,
além do material de parede escolhido, das caracteristicas do material de recheio,
do método empregado na producdo das microcapsulas e do meio onde serdo

utilizadas.

A liberagdo do material encapsulado segue uma série de etapas: absorgao
de solvente (muitas vezes a agua) pela capsula, dissolugdo ou erosédo da parede,
dissolugéo do recheio, permeagao do recheio pela parede, difusdo do recheio no
solvente. A liberagcdo de compostos das microparticulas pode ser representada por
uma cinética de ordem zero, de primeira ordem ou em funcio da raiz quadrada do

tempo [Heger, 2001].

O controle da taxa de liberagcdo é muito desejado no desenvolvimento de
microcapsulas, e algumas variaveis que permitem esse controle sdo: o coeficiente
de difusdo, a espessura da parede da capsula, a porosidade da mesma, a
variacao na concentracao de saturacido do material de recheio e sua distribuicao

na particula [Heger, 2001].

A microencapsulagdo pode produzir dois tipos basicos de estruturas que

recebem nomes diferenciados em funcdo da distribuicdo do recheio. Quando a
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estrutura obtida é do tipo “reservatério” tem-se uma particula mononucleada com
uma quantidade de recheio envolvia por uma pelicula de parede (Figura 2 A).
Essa estrutura recebe o nome de microcapsula. Quando o recheio se distribui ao
longo de uma estrutura do tipo “esponja” ou matriz tem-se uma particula
multinucleada que recebe o nome de microesfera ou microparticula (Figura 2 B). O
tipo de particula produzido influi na quantidade de recheio carreado e no

comportamento de liberagdo do mesmo.

Microcapsula Microparticula
{mononucleada) (multinucleada)

[ Recheic I Parede

Figura 2: Definicho do tipo de estrutura obtido nos processos de
microencapsulagdo. A: mononucleada — microcapsula; B: multinucleada -
microesfera.

2.2.1. Material de parede

O material de parede é usado para cobrir, dar forma a capsula, reter o
recheio e permitir a sua liberagdo quando desejado. Sua escolha esta relacionada
com as propriedades fisicas e quimicas do recheio, o processo empregado para
producao das microcapsulas e a aplicagao final destas [Jakson & Lee, 1991;
Nori, 1996]. Fundamentalmente, o material de parede ndo deve reagir com o
recheio e nem ser soluvel neste, sendo que os dois muitas vezes tém polaridades
opostas, ou seja, recheios de caracteristicas apolares sdo microencapsulados por
materiais de parede polares e vice-versa [Bakan, 1973; Fanger, 1974; Jakson &
Lee, 1991; Cardoso, 2000].

Segundo Ré [1998] e Cardoso [2000], o material de parede deve

apresentar as seguintes caracteristicas tecnologicas:
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e Boa propriedade emulsificante e de formacéao de filme;
e Baixa viscosidade, mesmo em solugdes com alta concentracao de sélidos;
¢ Baixa higroscopicidade e boas propriedades de secagem;

e Estabilidade, auséncia de sabores desagradaveis, e boa protegdo ao
recheio.

Polimeros diversos como gomas, carboidratos, celuloses, lipidios, proteinas
e alguns materiais inorganicos (silicatos, argilas, etc.) apresentam as
caracteristicas supracitadas e sao muito utilizados na microencapsulacido de
substancias [Jakson & Lee, 1991; Cardoso, 2000].

Em alguns casos, quando se desejam caracteristicas especiais de
solubilidade, permeabilidade, rigidez, dentre outras, os polimeros podem ser
submetidos a alteragdes pelo uso de plasticizantes, reticulantes, enzimas,
modificadores quimicos, tratamentos na superficie e multiplas coberturas [Jakson
& Lee, 1991; Ré, 1998; Lamprechtet al., 2000; Lamprecht et al., 2001; Lee &
Rosenberg, 2000; Kruif et al., 2004].

No desenvolvimento de sistemas de microcapsulas com liberagao
controlada, o grande desafio € a manutengdo da integridade da parede que
controla a saida do material. Isso exige, em muitos casos, que o material usado na
confecgdo da parede seja insoluvel ou parcialmente soluvel. Varias proteinas,
devido as suas propriedades fisico-quimicas e consequente propriedades
funcionais, como formacéo de gel e emulsificagdo, oferecem uma boa opgao de

material de cobertura [Lee & Rosenberg, 2000].

A gelatina, a albumina, caseina e proteinas do soro de leite, proteinas da
soja, bem como os polissacarideos, como a pectina, celulose, goma arabica,
alginatos, quitosana, vém sendo estudados como material de cobertura para
microencapsulados. Além das vantagens tecnoldgicas apresentadas por esses
polimeros, eles também sao componentes naturais, muitos de alto valor nutritivo,
facilitando sua utilizagdo em alimentos por serem considerados indcuos, diferente

de alguns polimeros sintéticos, que muitas vezes ndo sédo permitidos, ou tém seu
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uso limitado, devido a uma possivel toxicidade [Pothakamury & Barbosa-
Canovas, 1995].

A Tabela 6 mostra diversos trabalhos publicados nos ultimos anos sobre o
uso de varios polimeros em microencapsulacdo de substancias por diversas

técnicas.

Tabela 6: Trabalhos recentes sobre microencapsulagéo.

Material de parede Recheio Mét. de encapsulagiao Autores

Isolado protéico de Gelificagao térmica e/ou

Oleo de Peixe Cho et al., 2003

soja enzimatica (transglutaminase)
Blenda de polimeros Oleoresina de paprica Spray Dryer Rodrlguezz-ol-(l)L‘Jtezo etal.,
. . . Lamprecht et al.,
Gelatina+G. Arabica. Ol C 3 I
elatina rabica €os oacervagao complexa 2000, 2001
Caseina Farmacos Coacervagao Simples Santinho et al., 1999.
Goma Arabica Oleos essenciais Spray dryer. Bertolini, 1999

Dupla emulsificagéo e

Prot.de soro de leite Farmacos R
enrijecimento por calor

Lee & Rosenberg, 2000.

Amido Oleo de peixe Spray dryer Cardoso, 2000.

Lipidios (ponto de

Total ou parcialmente Langdon et al.,

fuséo > A . Spray chilling
temp.ambiente) soluveis em agua 1998, 2004, 2005.
Alginato, goma Oleo e proteinas Gelificagao idnica Mukai-Corréa et al.

gelana e pectina 2004, 2005

2.2.1.1. Gelatina

A gelatina é uma proteina de alto peso molecular obtida pela hidrélise parcial
do colageno, proteina animal presente nos tecidos ligantes como na pele e nos
tenddes [Poppe, 1997; Chambi, 2004].

O ponto isoelétrico da gelatina pode variar em fungdo da forma de obtencao
da mesma. A gelatina obtida a partir da hidrdlise acida apresenta ponto isoelétrico
na faixa alcalina (~9,4) devido as condicbes do processamento menos rigidas

minimizando modificagées nos grupos amida o que mantém o valor préoximo do pH

20



Capitulo 2. Revisdo Bibliografica

do colageno. A gelatina obtida através de hidrdlise alcalina é submetida a longos
tratamentos com alcali e apenas uma pequena porgao dos grupos aminas resiste
ao processo (90-95% de acido carboxilico livre). Nesse caso a proteina obtida

apresenta ponto isoelétrico acido na faixa de 4,8 e 5,2.

Devido ao seu carater anfotero (carga negativa acima de seu ponto
isoelétrico e carga positiva abaixo deste), propriedades de formagédo de géis e
filmes termo-reversiveis, a gelatina apresenta-se como um material muito versatil
na obtencdo de microparticulas por diversos tipos de processos [Poppe in
Imeson, 1999; Bertan, 2003].

2.2.1.2. Goma Arabica

A goma arabica € uma goma natural exudada a partir de varias espécies de
Acacia, sendo um hidrocoldide natural, hidrossoluvel, muito utilizada como agente
espessante, emulsificante e estabilizante em sistemas alimenticios [Thevenet,
1988]. A goma arabica, extraida da espécie Acacia Senegal, é constituida por
uma mistura complexa de sais (calcio, magnésio e potassio) do acido arabico
(polissacarideo composto por D-galactose, L-arabinose, L-ramnose, D-glicose e
acido D-glicurdnico, associado a uma pequena fracdo protéica de 4%) que é o
responsavel pelas propriedades emulsificantes dessa goma [Rodrigues, 2004].
Devido as suas boas propriedades emulsificantes e estabilizantes, a goma arabica
vem sendo bastante utilizada como material de parede para microcapsulas
exercendo acao protetiva contra oxidagdo de volateis [Buffo, Reineccius &
Oehlert, 2001].
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2.2.1.3. Pectina

A pectina é um biopolimero obtido por extragdo aquosa a partir de algumas
frutas, principalmente de magas e frutas citricas. E composto principalmente por
acido galacturdnico, podendo ser classificado como de alto ou baixo teor de
metoxilagdo em fungédo do conteudo de grupos metoxilas. A formacao de géis de
pectinas de baixo teor de metoxilagdo ocorre da unido das cadeias poliméricas
através de ions bivalentes como o calcio, formando uma estrutura conhecida

como caixa de ovo [Mukai-Corréa, 2003; Dias, 1999].

A pectina pode formar complexos com outros polimeros em fungao de seu
balango de cargas, que apresenta-se positivo em pHs elevados e negativo em
pHs baixos [Nussinovitch, 1997]. Gracas a essas caracteristicas eletrostaticas e
de formacéo de géis, a pectina apresenta-se como um bom material de parede

usado nos processos de microencapsulagao.

2.2.2. Recheio (oleoresina de paprica)

A paprica é uma especiaria de cor vermelha forte extraida de frutos secos
da espécie Capsicum annum L (pimentédo) [Borges, Pino & Fernandez, 1997]. A
cor propria do produto € decorréncia do conteudo elevado de carotendides
presentes, com cores variando entre vermelho e amarelo caracteristicos dessa
classe de componentes, que além de cor e sabor, ainda apresentam propriedades
antioxidantes [Osuna-Garcia, Wale & Waddell, 1997]. Os principais carotendides
contidos na paprica, responsaveis por sua coloracdo vermelha, sado a
capsaxantina e a capsorubina [Hornero-Médez & Minguez-Mosquera, 2001].
Tanto na forma seca moida quanto na forma de oleoresina (extrato liquido obtido
em forma de dleo viscoso), € um dos corantes naturais mais utilizados na industria
de alimentos, especialmente no setor de embutidos [Gonzalez et al., 1997; Rigo,
2001].
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2.2.3. Producgao das microcapsulas

Segundo Ré [1998] e Cardoso [2000], os procedimentos para obtencao

das microcapsulas podem ser divididos nos seguintes grupos basicos:

e Fisico-quimicos: Coacervacdo simples ou complexa, separacao por fase
organica, envolvimento lipossémico;

¢ Quimicos: Polimerizagao interfacial, inclusdo molecular;

e Fisicos: Spray drying, spray coating, spray chilling, leito fluidizado, extrusao,

centrifugacdo com multiplos orificios, co-cristalizagao, liofilizacao.

De um modo, geral a formagéo das capsulas segue trés etapas gerais que
seriam: a preparacao de uma suspensio ou solucdo com o material de parede e
recheio seguido de homogeneizagao, deposigao do material de parede ao redor
do recheio e fixagao ou solidificacdo da estrutura da parede, que pode ser feita por

aquecimento, liga¢des cruzadas ou retirada do solvente [Bakan, 1973].

Dois tipos de sistemas parede-recheio podem originar as microcapsulas.
Em um deles ocorre a formacdo de uma emulsédo do tipo 6leo em agua ou vice-
versa, e material de parede e recheio sdo carreados separadamente, em cada
uma das fases da emulsdo. No outro sistema, parede e recheio estido dispersos
em uma unica fase do mesmo solvente. Cada sistema produz capsulas com
caracteristicas de retencdo do recheio diferentes e conseqientemente, podem

apresentar caracteristicas de liberacdo também distintas.

O método classico de formacgao de microcapsulas é caracterizado por uma
parede polar revestindo um recheio apolar ou vice-versa [Bakan, 1973; Fanger,
1974; Jackson & Lee, 1991; Cardoso, 2000]. A imiscibilidade entre o recheio e a
solugéo/suspensdo do material de parede é o que permite a formagao inicial das
capsulas pois a homogeneizagcao dessa mistura gera uma emulsdo na qual a fase
continua é composta do solvente com o material de parede e a fase descontinua é
o recheio. Segundo Bakan [1973], o material de parede vai se depositando ao

redor das goticulas (ou particulas em caso de material solido) pela sorgdo do
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polimero na interface entre o recheio e a fase liquida e isso é induzido pela
reducdo da energia interfacial total do sistema. Com isso forma-se a capsula ao
redor do material, que entdo tem sua estrutura fixada por meio de calor, ligagdes

cruzadas ou retirada de solvente [Bakan, 1973].

Além do método convencional, outros estudos tém sido desenvolvidos para
a produgcao de microcapsulas em sistemas onde material de parede e recheio
estao dispersos no mesmo solvente. Nesses sistemas, a distribuicdo do recheio
ocorre muitas vezes ao longo da matriz da parede, permitindo caracteristicas de

liberacao diferentes do sistema classico emulsionado.

2.2.3.1. Microencapsulag¢ao por Spray drying

O processo de secagem por atomizagao ou spray drying vem sendo usado
ha décadas em diversos processos industriais para a obtencdo de materiais
desidratados na forma de pods finos. O processo € de relativo baixo custo, quando
comparado a liofilizagao, e apresenta diversas vantagens como alta produtividade
e rapidez (para instalagdes industriais), aplicabilidade para produtos termicamente

sensiveis, dentre outras.

A secagem por spray drying é definida pela transformacdo de um material
fluido (solugdo, dispersao ou pasta) para forma de particulas secas (po) pela
aspersao desse fluido em um meio de secagem aquecido (normalmente o ar) [Ré,
1998]. Este processo € uma operagao continua que envolve a atomizagdo do
fluido e sua mistura com o ar aquecido, evaporagao do solvente e separagao do
produto seco [Buffo et al., 2002].

As principais variaveis do processo de secagem por spray drying sao de
ordem operacional, como a temperatura do ar de entrada e saida, padrao do fluxo
de ar, distribuicdo de temperatura e umidade, tempo de residéncia, e de ordem

estrutural, como geometria da cadmara e o tipo do atomizador [Ré, 1998; Cardoso,
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2000]. Quanto as caracteristicas relativas ao fluido atomizado, especial atencéo &
dada a viscosidade, solubilidade, estabilidade da solucdo/suspensao/emulsao

formada, etc.

A microencapsulagao por spray dryer baseia-se na obtengdo de uma matriz
que retém o composto de interesse na sua estrutura. Essa estrutura formada é
normalmente do tipo “esponja”, com o recheio disperso ao longo da mesma. A
distribuicdo do recheio faz dessa particula um sistema multinucleado sendo
adotado muitas vezes o termo microesfera para defini-la [Teunou & Poncelet,
2002].

Devido as vantagens de secagem rapida, evitando que altas temperaturas
afetem o recheio, relativo baixo custo, alta retencdo do recheio e boa estabilidade
quanto a estocagem [Reineccius, 1988; Jackson & Lee, 1991; Ré, 1998; Oneda
& Ré, 2003], esse processo vem sendo muito estudado para obtencédo de
particulas com utilizacbes diversas pela industria farmacéutica, de alimentos,

agricola, dentre outras.

A formacao da microparticula por spray drying ocorre pela rapida perda de
umidade da goticula aspergida pelo atomizador e consequente formagao de uma
matriz rigida composta pelo material de parede. A eficiéncia na retengdo do
recheio esta associada a parametros do processo como temperatura de secagem
e tamanho de goticula formada, caracteristicas do material de parede, como
temperatura de transicdo vitrea, tamanho das moléculas e caracteristicas do
recheio como polaridade, pressao de vapor, tamanho de molécula [Ré, 1998;
Cardoso, 2000; Reineccius, 1988]. A retencdo do recheio envolve também um
fendbmeno de difusdo seletiva [Ré, 1998] onde numa primeira fase, o recheio se
difunde na solugdo do material de parede. Com a rapida perda da umidade e o
inicio da formagao da matriz, o coeficiente de difusdo do recheio, comparado ao
da agua, através da mesma, comecga a diminuir rapidamente e assim ocorre a

retencdo, em paralelo a formagdo da parede da capsula. As microcapsulas
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formadas pelo processo de spray drying apresentam tamanhos variando entre 10
e 100um [Buffo et al., 2002].

Associagdes entre processos de producdo de microcapsulas vém sendo
empregadas para melhorar as propriedades e diversificar o uso das mesmas.
Capsulas formadas por processos como gelificagao iénica, coacervagao, inclusao
molecular (ciclodextrinas), dentre outros, vem sendo desidratadas por processos
de spray dryer e liofilizagdo, muitas vezes com o propdsito de aumentar a
estabilidade ao armazenamento, melhorar a manuseabilidade e aplicabilidade das
mesmas e em alguns casos, visando alteracbes em propriedades de liberagdo do
recheio [Lamprecht et al., 2001; Oneda & Ré, 2003; Burgess & Ponsart, 1998;
Martins, 2003].

Outro exemplo de associagdo possivel € a aglomeragdo de particulas
provenientes da secagem por spray dryer. A aglomeragao permite uma modulagéo
do tamanho das particulas finais e das taxas de dissolugdo desse material. Pode,
ainda, promover um recobrimento adicional influindo na cinética de liberacdo dos

compostos aglomerados.

2.2.3.2. Aglomeragao e recobrimento

A aglomeragao e o recobrimento de particulas foram iniciados na industria
farmacéutica [Dewettinck et al., 1999; Jones, 1988; Buffo et. al. 2002] e, desde
entdo, esses dois processos vém tornando-se técnicas muito empregadas nas
industrias quimica, alimenticia, dentre outras, com o objetivo de mudar
propriedades de diversos produtos em pd, como tamanho, densidade,
composicao, estabilidade, cor, sabor, odor, solubilidade, etc [Jones, 1988;
Goldszal & Bousquet, 2001; Saleh et al., 2003; Guignon et al., 2003; Buffo et
al., 2002; Hemati et al., 2003; Teunou & Poncelet, 2002].
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O controle dessas propriedades, permitindo a liberacdo controlada de
substancias, o ajuste do tamanho das particulas para fins especificos, a protegéo
contra condi¢cbes desfavoraveis do meio, como luz e oxigénio, a melhora da
manuseabilidade e fluidez de substancias [Dewettinck et al., 1998; Dewettinck et
al., 1999; Guignon et al., 2002; Saleh et al., 2003; Jono et al., 2000; Hemati et
al., 2003; Teunou & Poncelet, 2002] faz do processo de aglomeracdo e
recobrimento outro método de encapsulacdo comparado ao de spray drying,
inclusdo molecular, polimerizagao interfacial, coacervagao, cocristalizacao,

extrusao, etc [Teunou & Poncelet, 2002; Guignon et al., 2002].

Os processos de aglomeragao podem ser divididos em trés grandes grupos
[Buffo et al., 2002]:

e Aglomeracéao por pressao (produgao de tabletes);
e Aglomeragdo por crescimento (leito fluidizado, aglomeragéo por jato,
peletizagao);

e Aglomeragéo durante a secagem (spray drying, drum drying).

Além dessas categorias, o processo de aglomeragcédo ainda pode ser
classificado como umido, quando usa-se uma solugdo para promover a ligagao
entre as particulas, ou seco, quando o processo nao envolve a umidificagcao das
mesmas [Buffo et al., 2002].

A aglomeragado umida € uma das técnicas para agregacédo de particulas
muito empregada por varios segmentos da industria [Buffo et al., 2002]. Nesse
método a umidificagdo das particulas e a movimentacdo e colisao das mesmas
sao determinantes no crescimento dos granulos e obtencdo de um produto com
caracteristicas desejadas [Rossetti & Simons, 2003; Link & Schliindder, 1997].

Na aglomeracdo e recobrimento, a umidade das particulas pode ser
definida em funcdo da quantidade de liquido aderido a estas e é classificada por
Goldszal & Bousquet [2001] em quatro estados (Figura 3). No primeiro, chamado
“‘pendular”, as particulas individuais unem-se através de pontes liquidas formando
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os aglomerados. Quando todas as possiveis pontes sdo formadas, as particulas
aglomeradas atingem um tamanho critico médio. A adicdo continua da solugéo
aglutinante, ap6s o primeiro estado, faz com que os espacgos interparticulas (ou
porosidade do aglomerado), comecem a ser preenchidos por liquido,
caracterizando o estado “funicular”. O completo preenchimento dos poros marca o
ponto de saturagdo dos aglomerados chamado de estado “capilar”. Continuando
com a adigao da solugao aglomerante, novas pontes liquidas sao formadas, agora
entre os aglomerados, gerando um segundo nivel de porosidade. Quando esse
espago € completamente preenchido forma-se a dispersdo soélido-liquido que

define o quarto estado de umedecimento.

Em geral, a aglomeragao deve ser conduzida entre os estados funicular e
capilar, pois antes destes o numero de ligagbes entre as particulas pode ser
insuficiente para manter o agregado integro [Goldszal & Bousquet, 2001]. Em
geral, desejando-se o recobrimento dos aglomerados, uma maior quantidade de
solucdo deve ser aplicada, o que pode gerar o estado de dispersdo, com
particulas de tamanho indesejavel que, no entanto, podem sofrer ajustes depois
do processo [Guignon et al., 2002]. Apos atingir o estado de umidificagdo
desejado e consequente tamanho de aglomerados ideal, o material deve ser
submetido a secagem para que tanto as pontes liquidas formadas quanto a
pelicula de recobrimento se tornem rigidas e mantenham as particulas coesas
[Buffo et al., 2002; Guignon et al., 2002].
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Figura 3: Varios possiveis estados resultantes da interacdo macroscopica entre
um liquido e um po6 (adaptado de Goldszal & Bousquet [2001]).

Segundo Buffo et al. [2002] a aglomeragdo umida pode ser conduzida por
métodos estaticos ou dinamicos. No primeiro, as particulas permanecem em
repouso € o liquido de recobrimento €& pulverizado sobre elas. Nos métodos
dindmicos as particulas sdo mantidas em movimento juntamente com o liquido
aspergido. A proximidade entre as particulas, juntamente com a umidade do
ambiente e os choques, aumentam as forcas de coesao do sistema favorecendo a
formagdo das pontes liquidas que, apés a secagem, mantém a estrutura dos
aglomerados. Sistemas de aglomeracdo em esteiras baseiam-se em métodos
estaticos enquanto que leitos fluidizados, misturadores e tambores rotativos séo
exemplos que aplicam métodos dindmicos para promover a aglomeragédo e
recobrimento [Buffo et al., 2002].

Os sistemas de leito fluidizado foram desenvolvidos nos anos 60 para
melhorar a eficiéncia de secagem de produtos farmacéuticos. O processo pode
ser continuo ou em batelada, sendo esse ultimo de maior custo operacional
[Jones, 1988; Buffo et al., 2002].

O principio de funcionamento de um leito fluidizado pode ser resumido nas

seguintes etapas: inicialmente as particulas sdo movimentadas na camara por um
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fluxo de ar, com ou sem aquecimento. Em seguida, a solugdo de aglomeragao e
recobrimento é aspergida, umidificando as particulas em movimentagdo que se
chocam e aderem umas as outras provocando o crescimento dos granulos. Com o
fluxo de ar, o excesso de umidade é removido e formam-se as pontes sélidas
entre as particulas, definindo a aglomeragdo que ocorre no processo. O
revestimento das particulas corresponde a deposi¢cado da solugdo aglomerante na
superficie das particulas durante o processo, seguido de secagem e formagao de
uma camada sélida sobre os granulos [Guignon et al., 2002; Teunou &
Poncelet, 2002; Saleh et al., 2003; Hemati, et al. 2003; Rossetti & Simons,
2003].

A Figura 4 mostra trés possiveis sistemas para pulverizagdo da solugao de

cobertura em leitos fluidizados propostos por Dewettinck & Huyghebaert [1999].

g B

particulas particulas

solugdo de
cobertura

pulverizador particulas C
o " a0 "

n 0 a0 solugio de
solugdo de pulverizador 0 bgl cuher_tura
cobertura pulverizador

T ] ] 1 I TT N oli o
fluxo de ar

fluxo de ar fluxo de ar

Figura 4: Leitos fluidizados com varios sistemas de aspersdo da solugdo de
cobertura: A - Aspersao contra-corrente ao fluxo de ar de fluidizacdo das
particulas, B - tipo Wurster com aspersao concorrente ao fluxo de ar de fluidizacao
das particulas, C - aspersao tangencial ao fluxo de ar de fluidizagédo das particulas
(adaptados de Dewettinck & Huyghebaert, [1999]).

As técnicas de aglomeracdo e recobrimento sdo regidas por diversos
parametros como temperatura, umidade, tamanho inicial das particulas, fluxo do
ar, atomizagdo da solucdo aglomeradora, dimensdo do equipamento utilizado,

sendo que o efeito de alguns destes sobre a formagao dos granulos sdo pouco

30



Capitulo 2. Revisdo Bibliografica

conhecidos, o que dificulta o controle do processo de granulagdo e, em ultima

instancia, as caracteristicas do produto final [Goldszal & Bousquet, 2001].

A fluidizagdo das particulas € uma operagcdo importante para que a
aglomeracao e o recobrimento das mesmas seja eficiente. A fluidizagdo baseia-se
na suspensao de particulas pela introdu¢cado de um fluxo de ar no sistema que gera
um movimento com caracteristicas de um fluido “em ebulicdo”, dai o nome leito
fluidizado [Dewettinck & Huyghebaert, 1999; Teunou & Poncelet, 2002;
Guignon et al., 2002].

A fluidizacdo é uma operagao unitaria complexa pois a trajetéria das
particulas n&o pode ser prevista. Ela € governada basicamente pela velocidade do
gas de fluidizagcdo e pelas caracteristicas das particulas [Teunou & Poncelet,
2002].

A velocidade do gas usado na fluidizagdo deve ser a minima necessaria
para manter a particula em suspensdo (velocidade minima de fluidizagdo),
permitindo sua recirculagédo no leito e mantendo o sistema estavel. O valor dessa
velocidade depende das caracteristicas das particulas (tamanho, forma,
densidade, porosidade, etc) e do gas utilizado (viscosidade e densidade) [Teunou
& Poncelet, 2002; Guignon et al., 2002].

As caracteristicas do tamanho das particulas interferem sensivelmente na
fluidizagdo. Segundo Geldart, citado por diversos autores, as particulas podem ser
classificadas em quatro grupos em fungdo do tamanho e consequentemente seu
comportamento durante a fluidizacédo. Essa classificagdo é apresentada na Figura
5 [Guignon et al., 2002; Teunou & Poncelet, 2002].
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Figura 5: Classificagdo de particulas segundo Geldart. A e B = facil fluidizagao; C
= coesivo; D = granulado. (p,, pg: densidade efetiva da particula e densidade do
gas; dp: didmetro médio da particula) [Guignon et al., 2002].

Particulas localizadas na regidao A e B da Figura 5 possuem tamanho que
permite uma facil fluidizacdo e o sistema permanece em equilibrio durante o
processamento. As particulas da regido D necessitam em geral de uma agitagcao
ou vibracao durante o processo para auxiliar em sua fluidizagédo. As particulas da
regido C possuem diametro médio inferior a 100 um, tendendo a serem altamente
coesivas, aderindo por forgas eletrostaticas a parede do equipamento e umas as
outras, sendo consideradas de dificil fluidizagdo [Guignon et al., 2002; Teunou &
Poncelet, 2002].

O sucesso do recobrimento usando o leito fluidizado depende da
compreensao dos mecanismos que governam o crescimento das particulas, da
eficiéncia operacional e da estabilidade do processo [Saleh et al., 2003; Hemati
et al. 2003] além das caracteristicas das particulas do produto a serem
aglomeradas [Goldszal & Bousquet, 2002; Teunou & Poncelet, 2002; Guignon
et al., 2003]. Pequenas variagcdes nas condicdes do processo ou has propriedades
dos materiais podem ter impactos significantes na aglomeragdo [Mort et al.,
2001].

A aglomeracgao e o recobrimento em leito fluidizado podem ser empregados

na producgao de dietas formuladas para larvas de peixes devido a possibilidade do
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ajuste do tamanho, adequando-o ao da boca da larva e manipulagdo da

solubilidade, textura e densidade das particulas.

Na produgao de dietas, o recobrimento € empregado muitas vezes em
peletes usados na alimentacao de peixes na fase juvenil e adulta. Os materiais de
cobertura mais utilizados sdo 6leos, mas também podem ser utilizados outros
polimeros (polissacarideos e proteinas). O revestimento da dieta visa
principalmente minimizar a lixiviagao de nutrientes hidrossoluveis, como minerais e
vitaminas, evitar a excessiva contaminagdo da agua com material organico e
manter a integridade da dieta por tempo suficiente para que o peixe ingira uma
quantidade adequada ao seu desenvolvimento [Pezzato et al. 1997; Marchetti et
al., 1999; Turchini et al., 2003; Kvale et al., 2005].

2.2.3.3. Microencapsulagdo por coacervagao

O termo coacervagao vem do latim “co” e “acervus” significando unido e
agregacao de particulas e foi usado primeiramente por Bungenberg de Jong e
Kruyt [DATA] para descrever o fenbmeno de separacédo espontanea de fases que
ocorre quando polieletrolitos sdo misturados em um meio aquoso [Vandergaer,
1974; Tolstoguzov, 1991; Thies, 1995; Menger et al., 2000; Ducel et al, 2004;
Strauss & Gibson, 2004].

Para que a coacervacdo ocorra, duas condicbes tém que ser atendidas:
uma é que os biopolimeros estejam juntos em solugéo e a outra é que as cargas
opostas entre as cadeias de Dbiopolimeros estejam em quantidade

estequiométricas.

A mistura de solugdes poliméricas pode resultar em interagbes
segregativas, nas quais ocorre repulsdo entre as cadeias de biopolimeros

(incompatibilidade) ou associativas, nas quais ocorre atragdo entre os polimeros
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(complexacéo) [Tolstoguzov, 1991; Schmitt et al., 1998; Kruif & Tuinier, 2001;
Kruif et al., 2004].

Essas interagbes sao regidas por principios termodinamicos que se
baseiam na energia livre de Gibbs da mistura polimérica (AGy), relacionando a
entalpia e a entropia do sistema (AHy e ASy) [Tolstoguzov, 1991; Schmitt et al.,
1998; Kruif & Tuinier, 2001]. Pela segunda lei da termodindmica, a mistura de um
ou mais biopolimeros é possivel quando a energia livre resultante (AGy = AHy -
TASy) € negativa. Nesse caso, as cadeias dos polimeros coexistem em solugéao,
podendo se associar e formar complexos. Se a energia livre resultante é positiva,
ocorre a incompatibilidade termodinédmica ou segregagao, com a repulsao entre os
polimeros, impedindo a formagédo dos complexos [Tolstoguzov, 1991; Schmitt et
al.,1998].

Com a solubilizacdo e estabilidade do biopolimero (ou mistura de
biopolimeros) no sistema, passam a atuar forgcas eletrostaticas que promovem a

complexacédo entre as cadeias poliméricas [Tolstoguzov, 1991].

A densidade de cargas de moléculas de biopolimeros é definida por
Schmitt et. al. [1998] como o numero de cargas presentes na cadeia por unidade
de comprimento. Os diversos grupamentos laterais caracteristicos de proteinas
(residuos de aminoacidos acidos, basicos, etc) e de polissacarideos (residuos de
acido glucurdnico, grupamentos aminas, residuos carboxilicos, etc) sao
responsaveis pelas caracteristicas eletrostaticas desses  biopolimeros

[Tolstoguzov, 1991].

A complexagdo ocorre pela aproximagdo de regides das cadeias
poliméricas contendo cargas opostas. Tipicamente dois tipos de complexos por
interacbes eletrostaticas podem ser formados dependendo do balango entre
cargas positivas e negativas disponiveis. Se as quantidades de cargas opostas
nao sao iguais em numero, é possivel obter complexos soluveis pela interagdo das

cargas remanescentes com a agua. Se as quantidades de cargas negativas e
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positivas entre as cadeias poliméricas sdo iguais entdo o complexo formado tem
carga resultante préxima a neutralidade, tornando-se insoluvel [Tolstoguzov,
1991; Schmitt et al., 1998; Kruif & Tuinier, 2001].

A coacervacado € uma interagdo baseada na complexagdo que ocorre da
mistura de solugdes de substancias com cargas opostas, formando complexos,
que por repulsdo do solvente precipitam, formando duas fases, sendo uma delas
chamada de “rica em polimeros” contendo o coacervado precipitado e outra
chamada “pobre em polimeros” na qual permanece o solvente da solucao
[Bachtsi & Kiparissides, 1996; Stott et. al., 1996; Remunan-Lopez &
Bodmeier, 1996; Tolstoguzov, 1991; Schmitt et al., 1998; Wang et. al.,1999;
Wang et. al., 2000; Hashidzume et al., 2002; Dickinson, 2003; Strauss &
Gibson, 2004].

Os biopolimeros ideais para coacervacdo sdo aqueles com propriedades
coloidais hidrofilicas, que apresentam solubilidade em meio aquoso, densidades
de cargas adequadas e cadeias lineares. Alguns exemplos a serem citados sao:
gelatina, alginatos, albuminas, caseina, agar, gomas, pectinas, etc [Vandergaer,
1974; Thies, 1995].

Mudangas no balancgo de cargas dos biopolimeros podem ser obtidas com a
variagdo das caracteristicas do meio como pH, forga id6nica, temperatura, etc.
Essas variacbes permitem inferir sobre a forca de interagdo entre as cadeias
poliméricas pela manipulagdo dos grupos ionizaveis livres, interferindo assim no
tipo de complexo obtido [Bachtsi & Kiparissides, 1996; Tolstoguzov, 1991;
Schmitt et al., 1998].

As proteinas sdo bons exemplos de biopolimeros susceptiveis aos efeitos
das condi¢cdes do meio. Elas, em geral, tém carater anfétero, apresentando carga
negativa acima do ponto isoelétrico e carga positiva abaixo deste. Isso permite
que elas formem coacervados com polissacarideos anibnicos (goma arabica,

alginato, pectina) ou catiénicos (quitosana) dependendo das condigdes de pH do
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meio [Joseph & Venkataram, 1995; Remunan-Lépez & Bodmeier, 1996;
Tolstoguzov, 1991; Kruif & Tuinier, 2001; Dickinson, 2003].

O fendmeno da coacervacgao pode ser dividido em dois grupos:coacervagao

simples e coacervagao complexa.

A coacervagao simples envolve um unico polimero e ocorre pela remogao
do solvente que envolve as moléculas do coloide, através do uso de um outro
composto que compete com o polimero pela agua, como sais ou alcoois. Com a
saida do solvente, as moléculas do polieletrdlito se aproximam e formam
aglomerados [Vandergaer, 1974; Bachtsi & Kiparissides, 1996; Schmitt et al.,
1998; Wang et al., 1999; Wang et al., 2000; Hashidzume et al., 2002; Vasiliu et
al., 2005]. O fenbmeno de coacervagao simples é dependente de numerosos
parametros como pH, forca idnica, temperatura e estrutura do polimero [Bachtsi &
Kiparissides, 1996; Schmitt et al.,1998; Vasiliu et al., 2005].

O pH contribui para formacado do coacervado simples pela modificacdo do
balango de cargas do polimero, como no caso da gelatina e a caseina, que
formam coacervados desse tipo préximos aos seus respectivos pontos isoelétricos
[Schmitt et al.,, 1998; Santinho et al., 1999; Wang et al., 1999; Wang et al.,
2000].

A forca ibnica deve ser pequena para formacdo de coacervados pelo
método simples, pois grandes concentragcdes de sais podem desestruturar os
complexos pela competitividade de cargas entre os sais e os polimeros [Schmitt
et al., 1998].

A coacervagdo complexa envolve a solubilizagdo de dois polimeros
conjuntamente, e a expulsdo do solvente ocorre devido a atracbes e as
neutralizagbes das cargas das matrizes formadas pelas cadeias agregadas dos
dois polimeros. Essa atragao ocorre em condigdes especificas do meio nas quais
os polimeros apresentam cargas totais opostas [Remunan-Lopez & Bodmeier,
1996; Thies, 1995; Schmitt et al., 1998; Kruif et al., 2004].
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O pH e a forgca ibnica podem ser manipulados para obtengdo dos
coacervados complexos, pois interferem diretamente no perfil de cargas das

macromoléculas.

A estequiometria de cargas entre os biopolimeros para determinada
condicdo do meio, € um parametro importante na definicdo das quantidades
massicas a serem misturadas de cada um para que o balango ideal seja atingido e
a coacervagao bem sucedida [Thies, 1995; Schmitt et al., 1998]. O excesso de
um dos polimeros leva a uma quantidade de cargas excedentes no sistema que

pode prejudicar a formagao do coacervado [Schmitt et. al., 1999].

Condicdes fisicas como temperatura, tipo/tempo de agitacdo e presséo
podem influenciar a formacdo e estabilidade dos coacervados produzidos
[Schmitt et. al., 1999; Turgeon et. al., 2003].

2.2.3.3.1. Microencapsulagcao por coacervagcao complexa

Uma série de aplicagbes tecnoldgicas industriais vem sendo desenvolvidas
baseadas no conceito da coacervacao, utilizando as propriedades funcionais dos
complexos formados entre os biopolimeros. Algumas dessas aplicagbes sdo: a
purificacdo de macromoléculas, substituicdo de gordura em produtos da linha light,
embalagens biodegradaveis, biomaterial na area médica e microencapsulagéo sao

algumas dessas aplicagdes [Tolstoguzov, 1991; Schmitt et al., 1998].

A microencapsulagcdo por coacervacdo € uma das mais importantes
aplicagdes industriais das propriedades interfaciais de interacdo entre proteinas e
polissacarideos e vem sendo utilizada por diversos segmentos como farmacéutico,
alimenticio, quimico, cosmético, etc, para veiculagao de diversos tipos de recheio
(aromas, enzimas, farmacos, tintas) com aplicacbes variadas [Schmitt et al.,
1998; Kruif et al., 2004; Strauss & Gibson, 2004].
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O processo baseia-se na formagdo de uma emulséo (liquidos) ou disperséo
(solidos) do recheio na solugdo da mistura polimérica. Com a alteracdo das
condigdes do meio para promover a coacervagao (pH, forga idnica, temperatura)
ocorre a deposicdo do complexo ao redor dessas estruturas, formando um filme
ou matriz solidos, responsaveis pela retencao, protecao e liberacdo controlada do
recheio [Bachtsi & Kiparissides, 1996; Tolstoguzov, 1991; Remunan-Lopez &
Bodmeier, 1996; Schmitt et. al., 1998].

A eficiéncia da microencapsulacdo por coacervagao esta associada as
caracteristicas dos polimeros envolvidos, do complexo formado e do recheio a ser
encapsulado. Tensdo superficial do sistema, capacidade de adsorcdo dos
polimeros ao recheio disperso, polaridade do recheio, viscoelasticidade do
complexo, sédo propriedades de grande importancia para a correta formagao da
parede e, consequentemente, interferem na eficiéncia de retencdo do material. Em
geral, compostos liquidos ou particulados de carater hidrofébico ou particulas
sélidas de baixa solubilidade, sdo facilmente encapsuladas por esse processo
[Schmitt et al., 1998; Kruif et al., 2004].

A secagem das microparticulas coacervadas pode estender o tempo de
estocagem das mesmas, bem como ampliar 0 seu uso para produtos desidratados
[Burgess & Ponsart, 1998]. A liofizagdo, secagem em estufa, remogédo da agua
por solventes e a secagem em condi¢des ambientes, sdo empregadas para
obtencdo de microparticulas coacervadas desidratadas. No entanto, a maioria
desses métodos ndo permite a obtengdo das microparticulas como particulas
individualizadas, interferindo no tamanho do produto final e, também em
propriedades de liberacédo do recheio [Thies, 1995; Burgess & Ponsart, 1998]. A
secagem das microparticulas por spray dryer pode produzir particulas
individualizadas, mas a baixa resisténcia fisica da parede e as condigbes de
processo acabam por restringir a aplicagdo desse processo de secagem [Burgess
& Ponsart, 1998].
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Para alterar propriedades de rigidez e permeabilidade da parede, apds a
formagao das microparticulas por coacervagao, sdo empregados métodos fisicos,
quimicos ou enzimaticos através da reticulagdo, gelificagdo ou desidratagao,
modulando com isso as taxas de liberagdo dos compostos encapsulados
[Willmott et al., 1987; Latha & Jayakrishnan, 1994; Jayakrishnan & Jarmeela,
1996; Burgess & Ponsart, 1998; Lamprecht et. al., 2000; Lamprecht et al.,
2001; Lee & Rosenberg, 2000; Kruif et al., 2004; Strauss & Gibson, 2004;
Mvangi & Ofner, 2004; Nakagawa, et al., 2004].

Compostos quimicos (glutaraldeido, formaldeido, gliceraldeido), organicos
(acidos fendlicos, taninos, flavondides) e enzimas (tranglutaminase) interagem
com as proteinas em diversos tipos de reagbes [lwanaga et al., 2003; Strauss &
Gibson, 2004]. Essas interagdes, quando ocorrem na matriz coacervada, a
tornam mais rigida, influenciando a estabilidade fisica da parede quando
submetida a forgcas mecéanicas e a secagem e alterando as propriedades de

difusdo das mesmas [Burgess & Ponsart, 1998; Mvangi & Ofner, 2004].

O glutaraldeido € um agente bifuncional extensamente utilizado em
imobilizacao e reticulagéo de proteinas pela ligagdo dos grupos amino residuais da
cadeia polimérica, sendo um método simples e barato. No coacervado, a
reticulagdo normalmente é obtida utilizando-se um excesso do agente bifuncional,
que provera a reagao entre aminas residuais da proteina na matriz. A ligagao entre
0 grupo amino e o grupo aldeido terminal do glutaraldeido € covalente e
irreversivel, sendo resistente a extremos de pH e temperatura [Beppu et al.,
1999; Mwangi & Ofner, 2004]. O glutaraldeido apresenta a desvantagem da alta
toxicidade, sendo baixa a sua tolerancia em diversos produtos, com 0 uso em
alimentos muito restrito. [Desinfec¢ao, 2004; Cho et al.,, 2003; Soeda et al.,
1997; Soper & Thomas, 1998; Vandelli et al., 2001].

A transglutaminase € uma enzima capaz de promover reticulagdo entre
proteinas pela catalise de reagcbes de acil-transferéncia entre grupos

carboxiamidicos e residuos de glutamina da cadeia polipeptidica com aminas
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primarias, incluindo os grupos e-amino de residuos de lisina resultando na
formagao ligagdes e-(y-glutamil) lisina intra e intermolecular [Carvalho, 2002;
Gerrard et al., 2002; Cho et al., 2003]. A transglutaminase é permitida para uso
alimenticio, podendo ser uma substituta potencial para alteracdo das

caracteristicas fisicas de paredes de microparticulas coacervadas.

A producdo de microparticulas coacervadas € pouco aplicavel no caso da
encapsulacdo de compostos hidrossoluveis, pois esses ficam dissolvidos na
solugéo polimérica, ndo criando condi¢gdes para a adsorgao dos polimeros. Sendo
assim o recheio fica fracamente retido na matriz sendo rapidamente liberado da
capsula [Schmitt et al., 1998]. O uso de emulsdes simples ou multiplas e de
particulas hidrofébicas soélidas vem sendo empregado muitas vezes para
encapsular compostos hidrofilicos como acgucares, proteinas, aminoacidos,
peptidios, vitaminas, sais minerais, etc [Magee & Olson, 1981 a e b; Villamar &
Langdon, 1993; Ferreira et al., 1995; Langdon & Buchal, 1998; Jenning et al.,
2000; Ribeiro dos Santos, et al., 2002; Onal & Langdon, 2004 a e b; Onal &
Langdon, 2005].

A coacervacao nao € convencionalmente usada como forma de producéo
de dietas para larvas de peixe, no entanto, as particulas formadas tém
similaridades, quanto aos aspectos morfolégicos, a particulas obtidas por
gelificag&o ibnica que sdo usadas mais regularmente na tentativa de produgao de
uma dieta inerte capaz de substituir o alimento vivo [Villamar & Langdon, 1993;
Mukai-Corréa, 2003; Onal & Langdon, 2005]. Além disso, os coacervados
possuém alto teor de agua que os torna mais parecidos fisicamente com os

alimentos vivos.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL:

Produzir, caracterizar e avaliar a potencialidade de microparticulas obtidas
por dois métodos de microencapsulagdo (coacervagdo complexa e spray dryer
seguido de aglomeragao), como possiveis substitutos dos alimentos vivos para

larvas de peixe, nos seus primeiros estagios de desenvolvimento.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Produzir microparticulas desidratadas em spray dryer e adequar seu
tamanho e solubilidade através de aglomeragédo e recobrimento com pectato de

célcio. Avaliar a morfologia, solubilidade e diametro médio destas microparticulas.

Produzir microparticulas por coacervagao complexa contendo recheios
hidrofobico (oleoresina de paprica) e hidrofilicos (glicose e isolado protéico de soro
de leite) retidos em matrizes lipidicas sélidas. Avaliar as condigbes de
processamento das microparticulas, sua morfologia, diametro médio e liberagao

dos recheios destas microparticulas.

Avaliar a aceitagcdo dessas microparticulas por larvas de pacu em um

ensaio biologico in vivo.
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CAPITULO 4.

TECNICAS DE SPRAY DRYING E AGLOMERAGAO
NA PRODUGAO DE DIETAS PARA LARVAS DE PEIXE

4.1. RESUMO

Spray Drying € uma técnica de secagem baseada, resumidamente, na
aspersdo de uma solucado da substancia de interesse, em uma camara contendo
ar quente, que promove a rapida evaporagdo da agua das goticulas formadas,
produzindo particulas sélidas. A microencapsulagdo por esse processo da-se
quando uma emulsdo é aspergida e a fase continua, constituida de uma solugéo
polimérica, forma uma matriz sélida (apds a secagem) capaz de reter e proteger a
fase dispersa. O processo de spray drying pode ser associado a aglomeragao e
recobrimento em leito fluidizado para modificar caracteristicas das particulas
desidratadas como aumento do tamanho (aglomeragdo) ou solubilidade e

liberagado de compostos (instantaneizacéo e recobrimento).

Esse capitulo descreve a producao de dieta desidratada por spray dryer,
seguida de aglomeracdo e recobrimento. Dados sobre tamanho, solubilidade,
flutuabilidade, densidade e morfologia sdo apresentados e discutidos mostrando
que a dieta desidratada por spray dryer foi aglomerada satisfatoriamente, com
aglomerados atingindo tamanhos entre 7,8 a 8,2 vezes maiores que o diametro
médio das particulas originais. A solubilidade da dieta foi reduzida pela adicdo de
Oleo de soja e pelo recobrimento dos aglomerados com solugdes de pectina e
cloreto de calcio em um sistema baseado na passagem (queda) das particulas por
uma nebulizagao das solugdes de cobertura. O recobrimento com pectina e cloreto
de calcio nao foi continuo na superficie dos aglomerados e, portanto, a redugéo da
solubilidade dos mesmos ficou aquém dos valores apresentados por dietas

comerciais.
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4.2. MATERIAIS E METODOS
4.2.1. Materiais

Gelatina do tipo B fornecida pela Leiner Davis Gelatin Brasil (Cotia-SP),
Goma Arabica da Synth, lote 30841, caseina comercial Mcassab, 6leo de milho
comercial Lisa, dieta para larvas de pacu formulada pelo Centro de Aquicultura da
UNESP (Caunesp) - Jaboticabal, dieta comercial de origem americana (Hatchfry
encapsulon — Argent, USA) e dieta comercial de origem japonesa (Bio-dry Kyowa -
400 e 700 um) doadas pelo Caunesp, cloreto de calcio hidratado (CaCl, . 2H,0),
lote 64271, marca Merck, pectina citrica tipo 8002, baixo grau de metoxilagao, lote
11655, marca Citrus Colloids S/A, HCI fumegante (37%) marca Merck lote UM
1789, Cloroférmio Synth Lote 64071, Metanol Synth 59868, Na,SO, marca
Dinadmica Lote 0521, H,SO4 marca Synth, papel de filtro qualitativo fornecido pela

Merse.

4.2.2. Equipamentos

Mini Spray dryer BUCHI mod. B-191, Spray dryer Niro Atomizer, placas de
agitacdo magnética com aquecimento Fisaton, pHmetro Digimed mod. MD20,
balanca analitica Ohaus mod. AS200, balanga semi-analitica Marte mod.
AS2000C, Aqualab Decagon mod. 3TE, espectrofotdmetro Beckman DU70,
Homogeneizador rotativo para tubos Phoenix mod. AP22, agitador vibratério para
tubos Super-Mixer Cole Palmer mod. 4722, ultrasom Thornton modelo C/T niumero

de série 0697074, estufa Tecnal, nebulizadores Marca NS e vidrarias em geral.

4.2.3. Formulagées das dietas e condi¢cées de processo

Para producédo da dieta microencapsulada por atomizagdo em spray dryer

foi proposta inicialmente uma formulagdo na qual o material de parede foi
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composto por uma mistura de gelatina e goma arabica e como recheio foi usada
uma dieta preparada pelo Caunesp contendo os nutrientes necessarios ao

desenvolvimento das larvas.

Uma solug&o contendo 10% de sdlidos totais, divididos em 35% de gelatina
e 35% de goma arabica como materiais de parede, e 30% de dieta formulada para
larvas de pacu (formulagdo apresentada na Tabela 7) como recheio, foi
homogeneizada e submetida a secagem em um Spray dryer Niro Atomizer. A
temperatura de entrada de 180°C e saida de 90 + 5°C. Além desse material
produziu-se a dieta desidratada (Tabela 7), sem a adigdo dos materiais de parede,

nas mesmas condi¢cdes de secagem ja citadas.

Tabela 7: Formulagao da dieta fornecida pelo Centro de Aquicultura da UNESP —
Jaboticabal - SP.

Ingredientes g/100g de dieta liquida pronta
Silagem de pacu inteiro 31,56
Hidrolisado de peixe 1,44
Filé de pacu 15,00
Ovo integral 16,40
Clara integral 11,60
Levedura 9,00
Amido de milho 12,50
Mix mineral* e vitaminico** 2,50

* Bernhart Tomarelli salt mixture (ICN); ** Hoffman — La Roche, Nutley; NJ, USA

4.2.4. Aglomeragao e recobrimentos das particulas

Com base em resultados obtidos com o uso das dietas produzidas em
spray dryer em experimentos in vivo, tornou-se necessario o emprego do processo
de aglomeragéo e recobrimento para aumentar o tamanho de particulas e diminuir

a solubilidade das mesmas.
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Inicialmente, a dieta desidratada sem material de parede, foi aglomerada
manualmente, utilizando-se 2 borrifadores, cada um contendo respectivamente,
solugéo de cloreto de calcio 1% (p/v) e solugédo de pectina 1% (p/p). A dieta foi
acondicionada em sacos plasticos na quantidade de 250g aproximadamente e
submetida a 5 ciclos de aglomeragéo, sendo que um ciclo foi definido segundo o

procedimento:

e 5 borrifadas de solugéo de pectina (cada borrifada corresponde a adigao de
0,25g de solugdo sobre a amostra), seguida de homogeneizagdo do
material por 30 segundos. Procedimento repetido 3 vezes;

e 5 borrifadas de solugao de cloreto de calcio (cada borrifada corresponde a
adicao de 0,20g de solugéo sobre a amostra), seguido de homogeneizagao

do material. Procedimento repetido 3 vezes.

Apos esse procedimento, a dieta aglomerada foi passada em peneira de

0,250mm para ajuste do tamanho das particulas.

Essa dieta foi utilizada nos ensaios in vivo desenvolvidos com larvas de
pacu, no Centro de Aquicultura da Unesp, em Jaboticabal, nos meses de janeiro e

fevereiro de 2003.

O processo descrito acima nao se apresentou muito eficiente para obtengao
de um produto homogeneamente coberto. Para obtencdo de um material com
caracteristicas melhores foram testados outros sistemas tais como um leito

fluidizado (Figura 6) ou equipamento para precipitagdo por gravidade (Figura 7).

O leito fluidizado utilizado nesse trabalho, foi desenvolvido em tese anterior
[Cardoso, 2000] e foi testado na aglomeracdo e recobrimento da dieta
desidratada em spray dryer. Em fungédo das dificuldades operacionais, um novo
sistema foi projetado, no qual, por gravidade, a dieta era precipitada ao longo de
um cilindro saturado internamente por nebulizagdo das solugdes de pectina e
calcio sendo aglomerada e recoberta durante a passagem. As condigdes

operacionais para cada equipamento sao apresentadas nas préprias Figuras 6 e7.
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Figura 6: Leito luidizado (dimensdes apresentadas em milimetros).
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Materiais e Métodos
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recobertas e
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4.2.5. Caracterizagdao das amostras
4.2.5.1. Determinagao do teor total de proteinas

As dietas obtidas por spray dryer e os aglomerados foram caracterizados
em relacédo a quantidade de proteina total pelo método de Kjeldahl [AOAC, 1998],
usando-se 6,25 como fator de conversao de nitrogénio para proteina.

4.2.5.2. Determinagao de umidade

A umidade dos produtos foi determinada por secagem em estufa a 105°C
por 16 horas, segundo metodologia da AOAC, [1998]. O calculo da umidade das

amostras levou em consideragao a perda de massa ocorrida na secagem.

4.2.5.3. Solubilidade das dietas e aglomerados

As amostras obtidas foram avaliadas quanto a velocidade de solubilizacao

dos componentes nos tempos de 30, 60 e 120 minutos.

Para a determinacdo da solubilidade em sodlidos soluveis, foi usada a
técnica descrita por Pedroza-Islas, Alvares-Ramires & Vernon-Carter [2000]
adaptada, baseada na quantificagdo gravimétrica do conteudo total de material
transferido das amostras para agua. As proteinas solubilizadas foram
quantificadas por Kjeldahl [AOAC, 1998].

O procedimento para determinagao de proteina soluvel e solidos soluveis &

mostrado no fluxograma da Figura 8.
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amostra - 0,3g — fragio
agua -5 ml soldvel
homoyeneizacéao:

agitador vibratdrio - 10 seq Filtragem a vacuo

Lavagem do tubo

Lavagem do filtro
A A

(2x 5ml de agua)

Repouso: 30, 60 e 120 minutos

sol. soliveis - estufa: U*
60°C owvernight proteina
105°C por 5h {Kjeldhal)

Figura 8: Esquema das etapas da metodologia selecionada para obtencdo das
fracdes soluveis das dietas e aglomerados.

As solubilidades das dietas desidratadas, dietas comerciais e dos
aglomerados quanto ao material total lixiviado para agua e a proteina solubilizada,
foram expressas em porcentagem de sélidos soluveis por solidos totais, e em

proteina soluvel no permeado em relac&o ao teor de proteina total na amostra.

4.2.5.4. Diametros médios e distribuicao de tamanho das particulas

Os didametros médios das dietas desidratadas em spray dryer e
aglomerados foram determinados por espalhamento de luz, utilizando /aser de alta
poténcia em um equipamento Mastersizer S, Marca Malvern, modelo S — MAM
5005. A dispersdo das particulas foi feita na unidade de dispersédo do

equipamento, utilizando isopropanol PA (Synth) como meio dispersante.

4.2.5.5. Morfologia e microestrutura: Microscopia otica (MO) e

Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A observacdo da morfologia e microestrutura da dieta desidratada e dos
aglomerados foi feita por microscopia Oética e por microscopia eletrénica de
varredura (MEV).
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Para observagdes oticas utilizou-se um microscopio otico (NIKON — eclipse
E800 - Japan) munido do software Image Pro Plus 4.0 para obtencédo das imagens
com a captacgao sendo feita em glicerina para evitar a dissolugdo do material e em

agua para observagao de caracteristicas do material reidratado.

Para observacédo por MEV, as amostras foram fixadas em pequenos
pedacos de fita adesiva metalica de cobre dupla face, presos em stubs de
aluminio de 1cm de didametro por 1cm de altura. Esses conjuntos foram recobertos
por uma fina camada de ouro em um evaporador Balzer mod. SCD50 pelo tempo
de 75 segundos e corrente de 400mA. A observacdo das amostras foi feita
posteriormente em um microscoépio eletrénico de varredura Jeol mod. JMS -T300

com aceleragao da voltagem de 10kv.

4.2.5.6. Flutuabilidade

A determinacéo da flutuabilidade da dieta e dos aglomerados foi adaptada
do método descrito em Pedroza-Islas, Alvares-Ramires & Vernon-Carter [2000],
Em tubos de ensaio de vidro de 5mL foram adicionadas em torno de 30 mg e 3 mL
de agua destilada a temperatura ambiente (25 + 2°C). Os tubos foram submetidos
a agitacao intermitente em agitador vibratério por 10 segundos. Rapidamente a
mistura foi transferida para uma cubeta de vidro e a variacdo da transmitancia foi
monitorada a 600nm em um espectrofotobmetro Beckman DU 70, nos tempos 15,
30 e 45 segundos, 1,2, 3, 4, 5, 10, 15 e 30 minutos.

4.2.5.7. Atividade de agua (Aw)

As amostras desidratadas foram acondicionadas em capsulas plasticas e
submetidas a determinacéo de atividade de agua no Aqualab, em temperatura de
25° C.
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4.2.5.8. Densidade aparente dos aglomerados

A densidade aparente foi determinada por gravimetria, fazendo-se a

pesagem do material contido em uma proveta de 10 mL, a temperatura ambiente.

4.2.6. Analise estatistica

As diferengas significativas entre os valores obtidos foram avaliadas por
analise de diferengca de médias a 5% de acordo com o teste de TUKEY e ANOVA,

com auxilio do software Statistica 5.5 for Windows [Statsoft Inc., 1995].
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4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1. Dietas desidratadas — producao e composi¢ao quimica

A primeira dieta produzida, contendo gelatina e goma arabica como material
de parede e como recheio a dieta liquida descrita na Tabela 7, foi utilizada em
testes preliminares, in vivo, no Caunesp-Jaboticabal, para avaliacdo da
manuseabilidade da mesma. Os resultados nao foram favoraveis, pois essa dieta
constituiu-se de um pé muito fino que ao contato com a agua do tanque de teste
formou grandes grumos, aparentemente gelatinosos, que dificultaram a sua

ingestéo pelas larvas.

O processo de spray drying produz pés muito finos que tém como algumas
de suas caracteristicas a baixa dispersibilidade em agua, tendéncia a
aglomeracao e coesividade [Buffo et al., 2002; Guignon et al.,, 2002]. Para
minimizar esses efeitos, sdo empregadas técnicas de aglomeragédo, sendo uma
delas, a instantaneizacdo, muito usada em preparados como café soluvel, leite em
po, achocolatados em geral, sabdo em pd, condimentos, etc. Os aglomerados
formados sédo geralmente porosos, o que permite a entrada da agua pelos poros
com consequente rapida umidificacdo, dissolugdo e solubilizacdo do material
[Buffo et al., 2002; Guignon et al., 2002; Mort et al., 2001].

No caso de dietas para alimentagéo de larvas de peixe, o produto desejado
deve possuir tamanho especifico e minima perda de nutrientes por lixiviagao,
sendo mais adequado o emprego de aglomeragédo para aumentar o tamanho das
particulas, associado ao recobrimento das mesmas para reduzir a solubilizagédo

dos compostos.

Seguindo recomendagdes da equipe do Caunesp, foram feitas mudancgas
na formulagao inicial, retirando-se a gelatina e a goma arabica, pois a grande
quantidade desses dois componentes promoveu um desequilibrio nutricional da

dieta quanto ao perfil protéico e de carboidratos.
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Baseado nos resultados dessa primeira etapa adotou-se a dieta padrao
(Tabela 7) como base para testes de aglomeragcdo. A dieta liquida foi
homogeneizada e peneirada para remogao de possiveis particulas em suspenséao,
sendo submetida a secagem por spray drying. Os parametros de secagem, bem
como as caracteristicas do produto, antes e depois do processamento, sao

apresentados na Tabela 8.

Tabela 8: Condigdes de processamento da secagem por spray dryer da dieta para
pacu fornecida pelo Centro de Aquicultura de Jaboticabal.

Volume de material 23 litros
Teor de sdlidos totais do material (%) 13,87
Temperatura de entrada 190 + 5°C
Temperatura de saida 85+ 5°C
Vazao de alimentagao 20 litros/h
Quantidade de material seco recolhido 2,95 kg

Apds a secagem, parte do material foi separada para teste e armazenada
em pote plastico, e o restante acondicionado em saco plastico, fechado com
seladora e armazenado em freezer para uso posterior. O rendimento massico do
processamento foi de 92% e a composicdo centesimal do material obtido é

apresentada na Tabela 9.

Tabela 9: Composi¢ao centesimal em base seca da dieta desidratada obtidas por
spray dryer.

Componente g/100g de dieta seca (base seca)
Proteina 45,40 + 0,56*
Lipidios 15,90 + 0,20
Cinzas 9,19+ 0,09
Outros compostos (por diferenga) 30,90

* média * desvio padrao

Os teores protéicos da dieta desidratada produzida encontram-se de acordo

com a faixa citada na literatura de 30 a 70%, dependendo dos requerimentos
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nutricionais da espécie de peixe em estudo [Millamena et al., 1999; Pedroza-
Islas et al., 2000; Cahu & Zambonino Infante, 2001; Castell el al, 2004; Berril
et al., 2004; Smith et al., 2004].

A formulagdo da dieta liquida produzida pelo Caunesp (Tabela 7) possui
grande variedade de fontes de nutrientes, exigindo uma série de cuidados durante
o processamento. O alto teor de proteinas, principalmente as provenientes do ovo,
implicaram em limitagdes quanto ao pré-aquecimento da dieta liquida antes da
secagem para evitar que se formassem grumos gelatinosos podendo causar
entupimento durante a atomizagao. A temperatura da dieta liquida resfriada, antes
do processo de secagem, foi elevada para ndo mais que 35°C, evitando a

geleificagédo da fragao protéica.

4.3.2. Aglomeragao e recobrimento — produg¢ao e composi¢ao quimica.
4.3.2.1. Aglomeragao e recobrimento manual

A dieta sem recobrimento apresentou solubilidade de 53,7% (gramas de
soélidos soluveis por 100g de sélidos totais) para o periodo de 120 minutos. A
amostra aglomerada manualmente (item 2.2.4) apresentou uma reducédo da

solubilidade de 8% em relagao a dieta sem recobrimento.

Pedroza-Islas et al., [2000] em seus estudos de dissolucao e flutuabilidade
de dietas constituidas por biopolimeros e produzidas por spray dryer obtiveram
porcentagens de dissolugéo na faixa de 80 a 90% em 4 horas. Os autores citam
um intervalo de tempo entre 12 e 20 minutos para a ingestao da dieta por larvas
de camarao e definem um periodo de 60 minutos como minimo adequado no qual

a dieta deve permanecer integra.

A aglomeragdo manual ndo produziu um material com cobertura uniforme,
além de formar grumos muito grandes, com tamanho inadequado para o0 uso como

dieta, exigindo um ajuste de tamanho com peneiras.
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4.3.2.2. Leito fluidizado

Na tentativa de se obter um material com tamanho e recobrimento mais
uniformes e com menor solubilidade, foram feitos testes de aglomeracao e
recobrimento da dieta em um leito fluidizado construido por Cardoso [2000]. Esse
leito tem como caracteristica a posicdo do atomizador na parte superior do
equipamento com o liquido de cobertura sendo pulverizado contracorrente a

direcéo de fluidizagdo das particulas (Figura 8).

Os materiais obtidos com o uso desse equipamento n&o apresentaram boas
caracteristicas em virtude de dificuldades no ajuste da movimentagao do po e da
pulverizacdo das solugdes de cobertura. Com pouco tempo de processamento
(menos de 15 minutos) o material j& absorvia muita umidade, formando grandes
grumos e perdendo a fluidez (desfluidizacdo [Hemati et al., 2003]). Quando o
polimero de cobertura apresenta alta viscosidade em agua, as solugdes utilizadas
devem ser diluidas, implicando em longo tempo de processamento, para
deposicdo de uma quantidade suficiente de polimero na superficie das particulas,

e consequente introdugcéo excessiva de agua [Pearnchob & Bodmeier, 2003].

O processamento por spray drying produz particulas muito pequenas e de
baixa densidade localizadas na regido C da Figura 5, sendo classificadas como
coesivas [Guignon et al., 2002]. Este tipo de particula é de dificil fluidizagao, ndo
apresentando uma movimentagdao uniforme e exigindo condicbes muito
especificas de processamento [Cardoso, 2000; Jono et al., 2000; Watano et al.,
2004]. A dieta desidratada produzida apresentou caracteristicas de coesividade,
aderindo as superficies do leito. De acordo com informacdes de literatura, para o
recobrimento de particulas finas, de dificil fluidizagdo, o leito fluidizado mais
recomendado é o do tipo Wurster (Figura 4B), no qual a atomizacao do liquido de
cobertura é feita concorrente ao fluxo do ar de movimentagdo das particulas
[Dewettinch & Huyghebaert, 1999; Guignon et al., 2002; Jones, 1988; Arimoto
et al., 2004; Jono et al., 2000; Watano et al., 2004].
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Varias adaptagdes foram feitas ao equipamento na tentativa de melhorar a
fluidizagdo do material, como a inclusdo de um cone na parte inferior do
equipamento para direcionar o fluxo de ar para uma area menor. Watano et al.
[2004] citam adaptagdes externas como vibragdo e agitagdo mecanica como
possiveis recursos para melhorar a fluidizagcdo de particulas tipo C. Apesar dos
esforgos, ndo foram obtidos materiais com as caracteristicas desejadas. Em geral,
o material aglomerou excessivamente, formando grandes placas que, com a
secagem, tornaram-se duras e de dificil fragmentagao para o ajuste de tamanho.
Outra limitagdo quanto ao uso desse equipamento foi a quantidade de material
requerido em cada processo (400g em média por recomendagédo de Cardoso,
2000).

4.3.2.3. Aglomerador

Em decorréncia das dificuldades encontradas na utilizagdo do leito
fluidizado, optou-se pelo desenvolvimento de um protdtipo, baseado na concepgao
de alguns instantaneizadores, onde um fluxo horizontal de vapor é produzido e o
material a ser aglomerado cai por gravidade, passando por esse vapor, ganhando
umidade e aglomerando. No lugar de vapor, as solugdes de cobertura nebulizadas

foram as promotoras da aglomeragao e do recobrimento desejados.

A etapa inicial nessa construcao foi a escolha do sistema para pulverizagao
do material de cobertura. A forma da introducdo do liquido de
aglomeracao/cobertura durante o processo influi na distribuicdo de tamanho dos
aglomerados resultantes e, em geral, as gotas pulverizadas devem ser menores

que o tamanho desejado para os aglomerados [Mort et al., 2001].

Foram testados nebulizadores utilizados para inalagdo, de uso
farmacéutico, que promovem a formagdo de uma nuvem umida com goticulas de

liquido de tamanho muito reduzido. A pressao do regime do ar comprimido usado
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na nebulizacdo do material de parede foi de 2kgf/lcm? o que forneceu uma vazéo
aproximada de 0,2 mL/min.

Para constru¢ao do corpo do protétipo foram usadas garrafas plasticas lisas

de PET (polietileno teraftalato) cortadas no fundo e na parte superior que, quando

encaixadas, constituiram um tubo de altura de 165 cm.

Um modelo preliminar, usando apenas dois nebulizadores e uma garrafa

(Figura 9), foi construido para verificagdo da eficiéncia da pulverizagdo das

solugcdes de cobertura.

7\ N

peneira
@~05mm
corpo
(garrafa PET)
nebulizadores
T
e {
| ar
—— comprimido
—
coletor

Figura 9: Modelo preliminar para testes de nebulizagao.

O material usado nos testes dos nebulizadores foi amido de arroz e as

solugdes de cobertura foram coradas com anilina (azul para pectina e vermelho
para o cloreto de caélcio). O ciclo de aglomeragao/recobrimento foi definido por

tempo de escoamento da amostra pela peneira (2 g/min).

A Figura 10 mostra a alteragao de cor do amido de arroz apds seis ciclos de

aglomeracao.
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Figura 10: Coloragcdo do amido de arroz apos recobrimento por nebulizagdo. A -
amido de arroz, B - amido de arroz recoberto.

No protétipo definitivo aumentou-se a altura do cilindro plastico, o numero
de nebulizadores foi de oito no total, as pressdes de operagcdo dos mesmos foram
elevadas, incrementando o volume de solugcdo de cobertura aspergido dentro do
cilindro. Com isso o volume das solugdes de cobertura e o tempo de contato com
a dieta aumentaram, reduzindo o numero de ciclos necessarios para 0 mesmo

efeito de recobrimento.

A alimentacéo do sistema foi feita por gravidade, com a adaptagdo de um
aparelho vibratoério junto a peneira de alimentagcdo para homogeneizar o fluxo de
material caindo ao longo do tubo. Esse sistema de alimentagao foi controlado por
um potencibmetro que permitiu variar a intensidade de vibragdo e, com isso, a
taxa de alimentagdo. O recolhimento do material foi feito em bandeja plastica no
final do cilindro. Foi mantida uma distancia entre a boca do cilindro e a bandeja,
onde uma ténue corrente de ar foi forcada para evitar um acumulo da nuvem
nebulizada sobre o material depositado, o que poderia gerar gradientes no

recobrimento.

A Figura 11 apresenta detalhes do aglomerador apresentado em esquema

na Figura 7.
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Figura 11: Aglomerador utilizado para aglomeragao de dietas desidratadas. A:
vista geral; B: controle do ar comprimido injetado nos nebulizadores; C: sistema de
alimentagao, D: Sistema de nebulizagéo; E: Coleta da amostra aglomerada.

As condicobes de operacdo do sistema foram testadas quanto a
concentracido das solucdes de cobertura, quantidade de amostra por ciclo e tempo

de escoamento (tabela de condi¢des de processo apresentada na Figura 7).

A pectina foi pulverizada em concentragcdes de 1 e 1,5% (p/p). Para a
concentracdo maior, a nebulizacdo nao foi eficiente em fungdo da maior
viscosidade da solugdo, fixando-se assim a concentracdo dos materiais de
cobertura em 1%, tanto para a pectina quanto para o calcio. As solugbes de
cobertura devem ter, em geral, baixa viscosidade para que a

atomizagao/pulverizagao forme gotas pequenas proporcionando um maior controle
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da umidificacdo e recobrimento, permitindo condicdes mais favoraveis de

processamento [Guignon et al., 2002; Jones, 1988].

A dieta desidratada sem recobrimento foi adicionada de uma camada
intermediaria de oleo de soja antes do tratamento de pectina e calcio. A introdugéo
do dleo na dieta foi testada por dois modos: por nebulizacdo e, manualmente, pela
adicao direta do 6leo na dieta e homogeneizagao com passagens sucessivas por
peneira. Testes de solubilidade para um periodo de 30 minutos para os materiais
obtidos por esses dois procedimentos apresentaram reducdoes de 8,4% para
adicdo de dleo por nebulizacdo e 11,1% na adigdo manual. A quantidade de éleo
adicionado foi de aproximadamente 26g de 6leo para cada 100g de dieta (base

seca).

Terminado o processo, cada lote foi espalhado sobre bandejas, mantidos
em condi¢cdes ambientes por 18 horas, recolhidos e armazenados em frascos para

posterior caracterizagao.

A facilidade operacional e a reprodutibilidade das condicbes de
processamento para esse sistema foram satisfatorias. Outra vantagem
apresentada foi a homogeneidade de tamanho do material obtido, dispensando
ajustes por quebra e peneiramento. Com esses resultados, esse sistema foi
utilizado para produzir duas dietas definitivas que, juntamente com a dieta sem
recobrimento e a dieta adicionada de 6leo, foram caracterizadas. A Tabela 10

fornece uma descricdo das dietas finais avaliadas
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Tabela 10: Dietas finais avaliadas:

Cddigo Descrigcao

D Dieta sem recobrimento
DO Dieta adicionada de 6leo de milho (adigdo manual)

Dieta adicionada de 6leo de milho (adicdo manual) recoberta no
DOPC aglomerador com quatro passagens de pectina (1%p/p) e calcio

(1%p/p).

Dieta adicionada de 6leo de milho (adicdo manual) recoberta no
DOGPC aglomerador com duas passagens de gelatina (2% p/p) e quatro

passagens de pectina (1%p/p) e calcio (1%p/p).

As composigdes centesimais dessas amostras sao apresentadas na Tabela
11.

Tabela 11: Composigdo centesimal (%) da dieta sem recobrimento, dieta
adicionada de 6leo e amostras produzidas no aglomerador.

Amostra Proteina Gordura Cinzas Umidade Outros**
D 4208 +0,56* 1458+0,20 8,33+0,09 7,31+0,32 27,71
DO 32,88+0,62 29,86+0,18 6,44 +0,01 9,84 + 0,25 20,98

DOPC 32,30+£0,31 29,22+0,12 6,36+0,02 12,68+0,25 19,45
DOGPC 3290+0,17 28,68+0,21 6,47+0,02 10,66+0,04 21,28

* Média * desvio padrao. ** Valores obtidos por diferenca.

D — Dieta sem recobrimento; DO — Dieta adicionada de 6leo; DOPC — Dieta adicionada de 6leo,
recoberta com pectina — calcio (1% p/p); DOGPC — Dieta adicionada de 6leo, recoberta com
gelatina (2% p/p) e pectina — calcio (1% p/p).

Com a adicdo do oOleo de soja as proporgdes entre os constituintes das
dietas aglomeradas modificaram-se em relagdo a dieta sem aglomeragdo. Os
valores de proteina diminuiram, permanecendo no entanto, dentro da faixa
adequada de 30 a 70%, citada na literatura [Millamena et al., 1999; Pedrosa-
Islas et al., 2000; Cahu & Zambonino Infante, 2001; Castell el al, 2004; Berril
et al., 2004; Smith et al., 2004].

O teor de lipidios ficou pouco acima da faixa citada em literatura, que vai
de 5 a 25%, dependendo da espécie e do estagio de crescimento da larva [Sales
et al., 2003; Scholik et al., 2004; Morais, et al., 2004; Smith et al., 2004; Berrill
et al., 2004; Castell et al., 2004].
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Na comparacédo da composicao protéica e lipidica com nauplios de artémia
recém eclodidos (56,2% de proteina e 17,0% de lipidios) [Gracia-Ortega et al.,
1998] a dieta sem recobrimento (D) apresentou menor teor protéico e lipidico
enquanto as demais apresentaram baixo conteudo protéico e alto conteudo

lipidico.

A umidade foi um pouco mais alta nas amostras submetidas a aglomeragao
e recobrimento (Tabela 11), estando associada a agua adicionada ao material
pelas solugdes de cobertura e a nao utilizacdo de ar aquecido durante o
processamento dos aglomerados. O processo de aglomeragdo e recobrimento
envolve a secagem das particulas simultdnea a umidificagdo [Link & Schllinder,
1997; Guignon et al., 2002; Saleh et al., 2003; Teunou & Poncelet, 2002] . Essa
secagem promove a fixagdo das pontes entre as particulas com consequente
crescimento e estabilizagdo do tamanho dos aglomerados [Buffo et al., 2002]. No
caso do recobrimento, a secagem promove a fixagcdo da cobertura sobre as
particulas ou aglomerados [Guignon et al., 2002; Jones, 1988; Saleh et al.,
2003]. Para os produtos obtidos, a secagem foi promovida pelo espalhamento do
material Uumido e aglomerado em bandejas, com secagem em condi¢des

ambientes.

As composi¢cdes centesimais da dieta adicionada de oleo (DO) e das
recobertas com materiais poliméricos (DOPC e DOGPC) apresentaram pouca
variagao entre si, indicando que as quantidades de material de cobertura
adicionadas foram pequenas, nao alterando significativamente a proporgao entre

os constituintes.

4.3.3. Solubilidade

A solubilidade de dietas destinadas a larvicultura € um paréametro
tecnoldégico muito importante na determinagao da qualidade do produto oferecido.

Altas solubilidades levam a uma perda de nutrientes por lixiviacdo, além de
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poluirem a agua dos tanques de cultivo, ocasionando contaminagdes
microbiologicas, alta demanda de oxigénio, dentre outros fatores que podem
comprometer o desenvolvimento das larvas e a produtividade do cultivo [Vilamar
& Langdon, 1993; Pedroza-Islas et al., 2000; Onal & Langdon, 2004; Pesquisa
Agropecuaria, 2004; Kvale et al., 2005].

A determinagao da solubilidade das ra¢des em escala laboratorial, segundo
Kvale et al. [2005], deveria simular condi¢gdes as quais as particulas sao
submetidas nos tanques de cultivo das larvas (quantidade de dieta por volume,
temperatura, agitacdo, composicdo da agua quanto a salinidade, etc). Os autores
ainda citam a dificuldade em se quantificar os componentes lixiviados das dietas
em virtude das baixas quantidades adicionadas na agua para simular a

concentragéo de dieta nos tanques.

4.3.3.1. Solubilidade para dieta sem recobrimento, dieta adicionada de

Oleo e aglomerados produzidos no Aglomerador

4.3.3.1.1. Solubilidade das amostras determinada pela quantificacdo de sdlidos

soluveis

As solubilidades em solidos soluveis para a dieta sem recobrimento, a dieta

adicionada de 6leo e para os aglomerados sédo apresentados na Figura 12.
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Figura 12: Solubilidade em solidos soluveis por sdélidos totais das dietas: D (L) —
Dieta sem recobrimento; DO (CJ) — Dieta adicionada de o6leo milho (adigédo
manual); DOPC (L) — Dieta adicionada de 6leo, recoberta com pectina — calcio
(1% p/p); DOGPC (L) — Dieta adicionada de dleo, recoberta com gelatina (2% p/p)
e pectina — calcio (1% p/p). Letras diferentes representam diferengas estatisticas
(p < 0,05) para o tempo de 120 minutos. Coeficiente de variagdo (desvio padrao /
média X 100) maximo = 3,9%.

A dieta sem recobrimento (D) apresentou alta solubilidade em sdlidos
(63,7% apds 120 minutos). Os tratamentos com recobrimento apresentaram
solubilidades menores comparados a D, com valores estatisticamente diferentes
(p < 0,05) tanto para adigdo de 6leo (DO) quanto para as dietas recobertas (DOPC
e DOGPC).

A inclusdo do dleo exerceu maior efeito na diminuicdo da solubilidade da

dieta do que os recobrimentos com pectina e célcio.

Marchetti et al. [1999] recobriram com 6leo peletes e dietas extrusadas
para evitar a lixiviagdo de vitaminas observando uma efetiva melhora na
estabilidade da dieta com retencdo aproximada de 50% da quantidade de

vitaminas adicionadas as dietas.

Ao avaliar a solubilidade em solidos soluveis (Figura 12) da dieta DO

(reducédo de 18% em relagdo ao material sem cobertura apos 120 minutos) e da

64



Capitulo 4. Spray Dryer e Aglomeragdo Resultados e Discussdo

dieta DOPC (redugédo de 22,5%), observa-se que a diferenga entre esses dois
tratamentos representou um incremento de 5,5% na protegéo (para um tempo de
solubilizacdo de 120 minutos) referentes a cobertura de pectina e calcio.
Avaliando-se da mesma forma a diferenga dos valores de solubilidade para DO e
para a dieta com camada intermediaria de gelatina (DOGPC, reducao de 21,3%),

0 aumento na protegao observado foi 4,1%, apos 120 minutos.

A contribuicdo da cobertura com pectina e calcio na retengcdo dos
nutrientes na dieta pode ser observada na Figura 12 para o tempo de 120
minutos, onde as dietas com recobrimentos poliméricos (DOPC e DOGPC)
apresentaram uma liberacdo de sodlidos para a agua menor que na dieta

adicionada de oleo (DO) com valores estatisticamente diferentes (p < 0,05).

O perfil de liberacdo dos nutrientes para todas as dietas foi caracterizado
por uma rapida liberagao inicial de material seguida de estabilizagdo ao longo do

tempo para cada amostra.

Valores altos de solubilizagdo (solidos soluveis) na faixa entre 80 e 90% de
lixiviagdo em 240 minutos, foram observados por Pedroza-Islas et al. [2000] para

dietas microencapsuladas com diversos polimeros como materiais de parede.

4.3.3.1.2. Solubilidade das amostras determinada pela quantificagdo de

proteinas soluveis

A solubilidade em proteina soluvel da dieta sem recobrimento, a dieta

adicionada de 6leo e os aglomerados sao apresentados na Figura 13.
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Figura 13: Solubilidade em proteina soltvel por proteina total das dietas: D (L) —
Dieta sem recobrimento; DO (CJ) — Dieta adicionada de o6leo milho (adigédo
manual); DOPC (L) — Dieta adicionada de 6leo, recoberta com pectina — calcio
(1% p/p); DOGPC (L) — Dieta adicionada de dleo, recoberta com gelatina (2% p/p)
e pectina — calcio (1% p/p). Letras diferentes representam diferengas estatisticas
(p < 0,05) para o tempo de 120 minutos. Coeficiente de variagdo (desvio padrao /
média X 100) maximo = 5,1%.

A dieta sem recobrimento apresentou alta solubilidade protéica tendo

liberado 66% do seu conteudo total de proteinas ap6s 120 minutos.

A dieta adicionada de 6leo (DO) e os tratamentos recobertos (DOPC e
DOGPC) apresentaram solubilidades iguais estatisticamente para o tempo de 120

minutos.

O tratamento DOGPC apresentou valores de solubilidade protéica
ligeiramente maiores em todos os tempos comparados as amostras DO e DOPC,
que pode ser decorréncia da solubilizagdo da camada intermediaria de gelatina

recebida por esse tratamento.

Como ja observado, na determinagao da solubilidade pelos sélidos soluveis,
a adicao de ¢6leo a dieta sem recobrimento exerceu efeito maior na redugao da
solubilidade da proteina dos materiais aglomerados do que o recobrimento com

pectina e calcio.
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Para 120 minutos de solubilizacdo, a dieta DO apresentou reducdo de
17,0% na perda de proteina em relacdo a dieta sem cobertura. As dietas DOPC e
DOGPC reduziram as perdas em 23,6 e 20,5% respectivamente. Comparando
esses dois tratamentos a dieta DO, o incremento de protecdo para retencao da
proteina pelo recobrimento com pectina e calcio foi de 8% para DOPC e 4,2%
para DOGPC.

As solubilidades para todas as amostras foram altas, apresentando valores
superiores a 40% de liberacdo dos nutrientes para 120 minutos de exposi¢cao a
agua. As amostras apresentaram rapida liberagcdo de proteina até 30 minutos,
seguida de relativa estabilidade ao longo do tempo, sem diferengas estatisticas (p
> 0,05) para os valores determinados para cada amostra. Esse perfil de liberagéo
também foi observado por Kvale et. al. [2005]. Nos seus estudos Kvale et al.
[2005] mediram a lixiviagdo de trés dietas produzidas por métodos diferentes
(gelificagao por calor, aglomeragédo e reticulagdo de proteinas). Foram usados
aminoacidos, hidrolisado protéico com tamanho conhecido e proteina integra
marcados com 'C para monitorar a lixiviagdo em funcdo do peso molecular. A
dieta aglomerada apresentou as maiores porcentagens de lixiviagdo de nutrientes
para todos os compostos marcados sendo praticamente 100% para os
aminoacidos, aproximadamente 62% para os hidrolizados e 36% para as

proteinas integras para um tempo de solubilizagdo de 60 minutos.

Garcia-Ortega & Huisman [2001] avaliaram a lixiviagdo de proteinas em
dietas inertes produzidas em laboratério, usando fontes protéicas diversas e
caboximetilcelulose como matriz de suporte. O tempo de solubilizagéo foi de 60

minutos e as porcentagens liberadas dos nutrientes ficaram entre 32 e 46%.
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4.3.3.1.3. Dietas comerciais: composi¢ao protéica e solubilidade

Dietas comerciais fornecidas pelo Caunesp foram avaliadas quanto a
solubilidade em solidos totais e proteinas para comparagdo com as dietas em

estudo.

Diversas dietas comerciais sao usadas algumas vezes como referéncias de
alimentos inertes, pois apresentam boa aceitacédo pelas larvas e boa capacidade
para promover crescimento. A Tabela 12 apresenta a umidade e o teor de

proteinas dessas dietas.

Tabela 12: Dietas comerciais importadas com boa aceitacdo e boa manutencao
do crescimento das larvas , usadas como referéncias em ensaios bioldgicos

USA JP400 JP700
Teor de proteina % 53,16 £ 0,54* 60,85+0,40 61,02+0,59
Matéria Seca % 95,54 £ 0,23 97,05+0,94 97,60+ 1,03

USA: dieta de procedéncia americana. JP400: Dieta de procedéncia japonesa com didmetro médio
de 400 microns. JP700: dieta de procedéncia japonesa com didmetro médio de 700 microns.

* média * desvio padrao.

As dietas japonesas apresentam alto teor protéico e sdo comercializadas
em diferentes faixas de tamanho, adequadas a cada estagio de crescimento das
larvas. A dieta americana também pode ser obtida em diversas faixas de tamanho
e apresenta teor protéico intermediario ao da dieta desidratada sem adicdo de
Oleo ou recobrimento produzida para esse trabalho (45,40% em base seca) e as

dietas japonesas.

Todas as dietas comerciais apresentaram solubilidades baixas comparadas
a dieta produzida por spray dryer sem recobrimento, entretanto, as dietas
japonesas apresentaram os valores mais baixos de solubilidade medidos por

solidos soluveis conforme resultados apresentados na Figura 14.
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Figura 14: Solubilidade em solidos soluveis por sdélidos totais das dietas
comerciais: USA ([J): dieta de procedéncia americana; JP400 (C): Dieta de
procedéncia japonesa com didmetro médio de 400 microns; JP700 (LI): dieta de
procedéncia japonesa com didmetro médio de 700 microns. Letras diferentes
representam diferengas estatisticas (p < 0,05) para o tempo de 120 minutos.
Coeficiente de variagao (desvio padrao / média X 100) maximo = 7,8%.

Para a solubilizacdo da proteina foram observados os mesmos perfis de

comportamento que para os solidos soluveis. Os resultados sao apresentados na

Figura 15.
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Figura 15: Solubilidade em proteina soluvel por proteina total das dietas
comerciais: USA ([J): dieta de procedéncia americana; JP400 (C): Dieta de
procedéncia japonesa com didmetro médio de 400 microns; JP700 (LJ): dieta de
procedéncia japonesa com diametro médio de 700 microns. Letras diferentes

69



Capitulo 4. Spray Dryer e Aglomeragdo Resultados e Discussdo

representam diferengas estatisticas (p < 0,05) para o tempo de 120 minutos.
Coeficiente de variagao (desvio padrao / média X 100) maximo = 7,3%.

Em termos comparativos, a solubilidade em solidos soluveis da dieta
americana (USA) foi 56,2% do valor apresentado para dieta sem recobrimento (D)
apdés 120 minutos de solubilizagdo. Para as dietas japonesas JP400 e 700 essa

solubilidade foi de 29,7% do valor de solubilidade da dieta D nesse mesmo tempo.

Os aglomerados recobertos com pectina e calcio (DOPC e DOGPC)

liberaram em média 25,5% mais compostos em agua do que as dietas japonesas.

Para as proteinas soluveis, a dieta americana (USA) apresentou uma
liberagao 45,1% do valor determinado para dieta sem recobrimento (D) apés 120
minutos de solubilizagdo. As dietas japonesas apresentaram em meédia 23,9% do

valor da solubilidade de D nesse mesmo tempo.

Comparando os aglomerados as dietas comerciais, foram liberados, em
meédia, 40,9% mais proteinas nas amostras produzidas em laboratério do que nas

dietas japonesas.

A baixa eficiéncia na retengdo dos nutrientes apresentada pelos
aglomerados recobertos com pectina e calcio (DOPC e DOGPC) parece
decorréncia de uma cobertura imperfeita, resultado da nebulizagcdo de material de
cobertura insuficiente para formar uma protecao adequada nas particulas. Jones
[1988] apresentou um estudo avaliando a quantidade de material de cobertura a
ser pulverizado em fungcdo do tamanho das particulas, suficiente para depositar
uma camada de 10um nas mesmas. Segundo o autor, para se recobrir 100 kg de
particulas com 44um de diédmetro inicial seriam necessarios 163,5 kg de material
de cobertura em base seca ou 1635 kg de solugdo, considerando uma
concentragéo de 10% do material de cobertura em solu¢do. Esse valor é bastante

superior ao utilizado no presente estudo.
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4.3.4. Diametro médio e distribuicao do tamanho de particulas da dieta
desidratada e dos aglomerados

A aceitagéo e os niveis de consumo de dietas inertes oferecidas as larvas
de peixe nas fases iniciais de seu desenvolvimento dependem de diversos fatores,
incluindo o tamanho das particulas, relacionado com a detec¢édo das mesmas
como alimento e com o tamanho de boca da larva [Kvave et al., 2005; Onal &
Langdon, 2005 ].

Os alimentos vivos utilizados mais comumente na alimentagdo de larvas
apresentam variagcao de tamanho de 125-300 um para rotiferos como Brachionus.

plicatilis e 428-517 um para Artemia spp. [Genodepa et al., 2004].

Os resultados de didametro médio para a dieta sem recobrimento (D), a dieta
adicionada de 6leo (DO) e os aglomerados (DOPC e DOGPC) sado apresentados
na Tabela 13.

Tabela 13: Didametro médio das particulas da dieta desidratada e dos
aglomerados — produtos finais.

Produto Diametro médio (um)
D 46,68 +1,05°*
DO 42,95+1,33°

DOPC 361,76 + 4,09 °

DOGPC 381,43+6,23 2

* Média + desvio padrao referentes a trés leituras do equipamento.

D - dieta sem recobrimento; DO - dieta adicionada de 6leo (adicdo manual); DOPC - dieta
adicionada de 6leo e recoberta no aglomerador com quatro passagens de pectina (1%p/p) e calcio
(1%p/p); DOGPC - dieta adicionada de dleo e recoberta no aglomerador com duas passagens de
gelatina (2% p/p) e quatro passagens de pectina (1%p/p) e calcio (1%p/p).

A dieta desidratada (D) apresentou tamanho caracteristico de produtos
processados em spray dryer [Oneda & Ré, 2003; Buffo et al., 2002; Cardoso,
2000; Rodriguez-Huezo et al., 2004].

Apesar de visualmente a dieta adicionada de 6leo (DO) parecer aglomerada

em funcdo do 6leo disperso na superficie das particulas, o seu didmetro médio
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nao diferiu estatisticamente (p >0,05) da dieta sem recobrimento (D). Isso
provavelmente deve-se ao uso de isopropanol como meio dispersante na analise
pelo Mastersizer que solubilizou o o6leo, desfazendo assim os aglomerados

decorrentes da sua adigao, restituindo o material ao seu tamanho original.

Os aglomerados (DOPC e DOGPC) apresentaram tamanhos
estatisticamente diferentes da dieta original (p > 0,05), evidenciando que a
aglomeragao foi bem sucedida com a produgédo de granulos de didmetros bem

maiores que os da dieta sem recobrimento.

Para DOPC, os aglomerados obtidos apresentaram um tamanho 7,8 vezes
maior que a dieta sem recobrimento. Para DOGPC, que sofreu dois ciclos de
aglomeragao a mais em fungao da adicdo da camada intermediaria de gelatina, o
aumento foi de 8,2 vezes em relacdo ao material sem cobertura. Buffo et al.
[2002] obtiveram aumentos entre 1,2 a 3,2 vezes dependendo da solugéo

aglomerante utilizada.

Hemati et al. [2003] apresentam o crescimento significativo dos
aglomerados em fungcdo do tempo de processamento para carboximetilcelulose
usada como agente de aglomeragao. Saleh [2003] apresentam o crescimento dos
aglomerados em fungdo do tempo e do tamanho médio inicial das particulas
processadas, onde particulas com menor didmetro médio inicial (~176um) tendem
a formar grénulos maiores num mesmo periodo de tempo. Esse comportamento
foi associado a maior area superficial dessas particulas, que tendem a capturar

mais liquido de cobertura e sofrerem mais colisbes dentro do leito fluidizado.

Os diametros médios dos aglomerados (DOPC e DOGPC) foram mantidos
durante a analise, mesmo com o uso do isopropanol, mostrando que as pontes de
pectato de calcio formadas durante a aglomeragao foram eficientes para tornar os

aglomerados estaveis quanto ao tamanho.

Para avaliar a resisténcia da estrutura dos aglomerados, a determinagéo do

tamanho de particula para os tratamentos DOPG e DOGPC foi feita, com e sem
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acgao de ultra-som durante a dispersao das amostras (Tabela 14). Diminuigbes no
didmetro médio das particulas foram observadas com a aplicagéo de 10 segundos
de ultra-som para as duas amostras indicando que uma parte das pontes

formadas é relativamente fragil, fragmentando-se sob o efeito do ultra-som.

Tabela 14: Determinacdo de tamanho de particula com e sem ultra-som para
aglomerados que sofreram recobrimento polimérico.

Tratamento Sem ultrasom Com ultrasom
DOPC 361,76 + 6,23 * 273,51 + 15,96
DOGPC 381,43 + 4,09 254,86 + 8,81

* Média £ desvio padrao referente a trés leituras do equipamento.

DOPC - dieta adicionada de 6leo e recoberta no aglomerador com quatro passagens de pectina
(1%p/p) e calcio (1%p/p); DOGPC - dieta adicionada de dleo e recoberta no aglomerador com
duas passagens de gelatina (2% p/p) e quatro passagens de pectina (1%p/p) e célcio (1%p/p).

Segundo Cahu & Zambonino-Infante [2001] o tamanho da dieta deve
estar adequado ao tamanho da boca da larva e seus estudos mostraram que
larvas com comprimento até 4 mm ingeriam preferencialmente particulas entre 50
e 150um, entre 4 e 6 mm comprimento comeram particulas entre 150 e 250um e

,acima de 6 mm de comprimento, deram preferéncia a particulas acima de 250um.

Dietas comerciais microencapsuladas, comercializadas pelo site da Artemia
International LLC, sédo oferecidas em diversas faixas de tamanho que no geral vao
de 50 a 1000um, sendo cada faixa indicada para uma etapa do desenvolvimento
da larva. Por exemplo, a dieta com 200 — 300um é recomendada como substituto
da artémia por ter tamanho semelhante a este microrganismo [Artemia

International LLC, acesso em junho de 2004].

Carvalho et al. [2004] em experimentos de crescimento e sobrevivéncia de
larvas alimentadas com dietas inertes contendo diferentes quantidades de caseina
(insoluvel, soluvel ou hidrolisada) usaram diferentes faixas de tamanho de dieta de

acordo com o estagio de desenvolvimento das larvas variando de 100 a 600 um.
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Kvale et al. [2005] testaram a aceitagdo de trés tipos de dietas inertes
produzidas por diferentes métodos e usaram, nos experimentos com larvas,

particulas com tamanho entre 120 a 320 um.

As distribuicdes de tamanho para a dieta sem recobrimento (D), para dieta
adicionada de oleo (DO) e para os aglomerados (DOPC e DOGPC) foram

unimodais e sdo apresentadas no anexo 1.

As dietas aglomeradas produzidas nesse trabalho apresentaram tamanhos
de particulas com variagdes de didametro médio entre 361 e 381 um, estando
dentro das faixas de dietas encontradas no mercado e citadas em diversos
trabalhos. A aglomeragdo mostrou-se como um processo promissor na produg¢ao
de dietas inertes para alimentagao de larvas, pois permite ajustar os tamanhos dos
aglomerados em faixas distintas, adequadas para cada estagio de

desenvolvimento larval.

4.3.5. Densidade e sedimentagao

A qualidade de dietas inertes esta relacionada a diversos fatores
nutricionais e tecnoldgicos e, dentre esses, a flutuabilidade da mesma pode ser
determinante nos niveis de consumo em virtude do habito alimentar da larva, que

pode variar para cada espécie de peixe.

Cahu & Zambonino-Infante [2001] sugerem que as dietas devem
permanecer por certo tempo dispersas na coluna d"agua, permitindo que as larvas

as detectem e a reconhegam como alimento.

A Figura 16 apresenta o perfil de sedimentacdo para a dieta sem
recobrimento (D), dieta adicionada de d6leo (DO) e amostras produzidas no
aglomerador (DOPC e DOGPC).
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Figura 16: Sedimentagado da dieta sem recobrimento (D — ), da dieta adicionada
de o6leo (DO — M — adigdo manual) e dos aglomerados: DOPC — A (dieta
adicionada de 6leo de milho por adigdo manual e recoberta no aglomerador com
quatro passagens de pectina (1%p/p) e calcio (1%p/p)); DOGPC — @ (dieta
adicionada de 6leo de milho por adigdo manual e recoberta no aglomerador com
duas passagens de gelatina (2% p/p) e quatro passagens de pectina (1%p/p) e
célcio (1%p/p)). Letras diferentes representam diferengas estatisticas (p < 0,05)
para o tempo de 30 minutos. Coeficiente de variagdo (desvio padrdo / média X
100) maximo = 3,5%.

A dieta sem recobrimento formou uma suspensao fortemente turva que
apresentou baixa transmiténcia durante todo periodo de analise (30 minutos). Isso

€ indesejavel, principalmente pela alta solubilidade apresentada por essa amostra.

A adicado do 6leo promoveu certa aglomeragado na dieta DO, o que influiu
em seu perfil de sedimentacdo, acelerando a precipitagdo das particulas. Os
granulos formados ndo sdo estaveis podendo se fragmentar em particulas
menores que permanecem em suspensao na coluna de agua e isso, associado a

alta solubilidade, manteve a transmitancia final dessa amostra em 37%.

As dietas aglomeradas e recobertas (DOPC e DOGPC) apresentaram perfis
de sedimentacao semelhantes com valores estatisticamente diferentes para trinta

minutos de analise (p < 0,05) indicando que o0 aumento no numero de passagens
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pelo equipamento relativo a adigdo das camadas intermediarias de gelatina influiu
significativamente no tamanho médio das particulas (Tabela 13) e,

consequentemente, na velocidade de precipitacdo das mesmas.

Pedroza-Islas et al. [2000] determinaram tempos de sedimentag&o entre
1,15 e 11,11 minutos para dietas inertes correlacionando os valores as taxas de

dissolugcdo das mesmas e da aceitagao dessas dietas por larvas de peixes.

A densidade aparente para as amostras obtidas sdo apresentadas na
Tabela 15.

Tabela 15: Densidade aparente da dieta sem recobrimento, dieta adicionada de
Oleo e amostras produzidas no aglomerador.

Produto Densidade (g/mL)
D 0,524 + 0,003 ¢ *
DO 0,541 + 0,003 °

DOPC 0,555 + 0,007 °

DOGPC 0,570 + 0,003 @

* Média = desvio padrao referente a trés leituras do equipamento.

D - dieta sem recobrimento; DO - dieta adicionada de 6leo (adicdo manual); DOPC - dieta
adicionada de dleo e recoberta no aglomerador com quatro passagens de pectina (1%p/p) e calcio
(1%p/p); DOGPC - dieta adicionada de dleo e recoberta no aglomerador com duas passagens de
gelatina (2% p/p) e quatro passagens de pectina (1%p/p) e calcio (1%p/p).

A densidade aparente considera o volume total ocupado pela amostra,

incluindo os espacgos vazios entre as particulas.

A adicdo de 6leo e o aumento no numero de ciclos de aglomeragao
implicou em aumento da densidade aparente das dietas D, DOPC e DOGPC em
relacdo a dieta sem recobrimento D. Buffo et al. [2002] obtiveram densidades
absolutas superiores aos dos aglomerados em relagdo aos dos materiais sem
aglomeracdo. Os valores de densidade absoluta citados por esses autores
variaram de 0,899 a 1,285g/mL para materiais secos em spray dryer e seus

aglomerados.
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4.3.6. Atividade de agua (Aw)

A atividade de agua (Aw) esta relacionada, juntamente com outros fatores,
como temperatura e exposigao a luz e oxigénio, a estabilidade e ao tempo de
armazenamento (vida de prateleira) de alimentos. Em geral, valores acima de 0,6
favorecem diversas reagdes indesejaveis como oxidacgao, reagao de Maillard, agcado

de enzimas e desenvolvimento de microrganismos [Fennema, 1996].

Os valores de atividade de agua para a dieta sem recobrimento, dieta
adicionada de 6leo e amostras obtidas no aglomerador, sdo apresentados na
Tabela 16.

Tabela 16: Atividade de agua da dieta sem recobrimento, da dieta adicionada de
Oleo e das amostras produzidas no aglomerador.

Produto Aw

D 0,204 + 0,004°
DO 0,442 + 0,001°
DOPC 0,573 + 0,001°
DOGPD 0,495 + 0,002°

* Média + desvio padrao referente a trés leituras do equipamento.

D - dieta sem recobrimento; DO - dieta adicionada de 6leo (adicdo manual); DOPC - dieta
adicionada de 6leo e recoberta no aglomerador com quatro passagens de pectina (1%p/p) e calcio
(1%p/p); DOGPC - dieta adicionada de dleo e recoberta no aglomerador com duas passagens de
gelatina (2% p/p) e quatro passagens de pectina (1%p/p) e calcio (1%p/p).

A dieta sem recobrimento apresentou valor de Aw compativeis para
produtos desidratados. Os aglomerados em todos o0s processamentos

apresentaram valores maiores.

Variagbes na umidade implicam em mudancgas nos valores de atividade de
agua. Esses dois parametros se correlacionam, mas nao necessariamente, em

diferencas proporcionais [Fennema, 1996; Vitali el al, 1997].

Os valores mais altos de Aw apresentados pela dieta adicionada de déleo e
aglomerados foram associados aos valores de umidade apresentados por essas

amostras (Tabela 11) sendo decorréncia da manipulagdo em condigdes ambientes
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durante a adigdo do 6leo e a introdugdo de agua proveniente da solugdo de
cobertura nos aglomerados. As amostras produzidas ndo sofreram secagem
adicional por nenhum processo, o que poderia reduzir esses valores e aumentar a
estabilidade das dietas recobertas, no entanto as condi¢des de secagem devem
ser cuidadosamente escolhidas para evitar danos por degradacdo térmica dos
nutrientes e também ao recobrimento que, consequentemente, levaria a uma

perda da eficiéncia de retencao dos constituintes da dieta.

4.3.7. Morfologia e microestrutura

As imagens captadas por microscopia eletrbnica de varredura e
microscopia 6tica mostram detalhes de estrutura dos diversos aglomerados e das

dietas desidratadas.

4.3.7.1 Dieta desidratada em Spray dryer sem recobrimento

A Figura 17 apresenta o aspecto da dieta desidratada por spray dryer sem

recobrimento.

;m-" X
i N b
L ¥ - 3 ;
750X 10ky 4000X 10ky

Figura 17: Imagens obtidas por microscopia eletrénica de Varredura. Dieta para
pacu desidratada em spray dryer. A: barra = 10 um; B: barra = 1 um.
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A dieta desidratada em spray dryer sem recobrimento apresentou aspecto
caracteristico de particulas obtidas por esse processo. Microcapsulas obtidas por
spray dryer também apresentam esse tipo de estrutura [Buffo et al., 2002; Oneda
& Ré, 2003; Cardoso, 2000; Jones, 1988; Rodriguez-Huezo et al.,2004].

No caso da dieta, os componentes em maior propor¢ao (proteinas e
carboidratos constituem aproximadamente 77% da composicdo em base seca)
atuam como materiais de parede formando uma matriz de retengéo para os outros

nutrientes.

Na Figura 17, as particulas aparecem agregadas, indicando a coesividade
tipica de particulas muito pequenas, com tamanhos na faixa “C” do grafico da
Figura 5 [Guignon et al., 2002].

A Figura 18 apresenta a microscopia otica da dieta desidratada por spray

dryer com dispersao da amostra em agua.

Figura 18: Imagens obtidas por microscopia otlca Dleta sem recobrlmento obtlda
por secagem em spray dryer. Meio de captagdo: agua. Barras = 40 um.

A dieta sem recobrimento (D) apresentou pequenas particulas dispersas e
aglomerados de material. A coesividade apresentada pelas particulas secas

também foi observada para as particulas suspensas em agua.
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Particulas muito pequenas tendem a ter baixa dispersibilidade em agua,
produzindo grandes aglomerados quando adicionadas nesse meio [Buffo et al.,
2002; Guignon et al., 2002]. Essa caracteristica € indesejavel para produtos
desidratados como café soluvel, leite em pd, achocolatados em geral, sabdo em
po, condimentos, etc. A instaneizagdo € muito empregada nesses casos para
melhorar as propriedades de dispersédo desses materiais, [Buffo et al., 2002;
Guignon et al., 2002; Mort et al., 2001].

4.3.7.2. Dieta adicionada de 6leo

A Figura 19 mostra a dieta adicionada de 6leo (DO).

500X 10ky
Figura 19: Imagens obtidas por microscopia eletronica de Varredura. Dieta
adicionada de 6leo (DO — incorporagédo manual): A — Barras = 100 um; B — barra
= 10 um. Setas pretas — 6leo disperso na superficie das particulas.

A amostra apresentou particulas individuais com aspecto e tamanho
semelhante a dieta sem recobrimento (Figura 17). A agregacgéao, devido a grande
quantidade de oleo disperso na superficie das mesmas, (Figura 19 - A) foi
observada. Para aumento maior, foi possivel observar a presenca de pequenas
“barras” na superficie das particulas (setas pretas na Figura 19 — B) que sao
provavelmente pequenas porgdes de Oleo espalhadas sobre as mesmas. Ao ser
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adicionada em agua a dieta adicionada de 6leo (DO) apresentou aglomeragao
(Figura 20).

Figura 20: Imagens obtidas por microscopia ¢tica. Dieta adicionada de 6leo. Meio
de captagdo: agua. Barras = 40 um.

4.3.7.3. Aglomerados

As microscopias otica e eletrbnica de varredura dos aglomerados com
recobrimentos poliméricos DOPC e DOGPC sao apresentados nas Figuras 21 e
22.

Nas sequéncias da Figura 21, observa-se que o aglomerador foi eficiente

na producao de granulos com tamanhos maiores que a dieta sem recobrimento.

As amostras apresentaram aspecto muito similar ao observado por Jones
[1988] para particulas produzidas em spray dryer, aglomeradas com a utilizagdo

de solugdes poliméricas.

O formato dos aglomerados obtidos foi muito irregular, apresentando pontas
e desniveis na superficie. Nas observacdes sob aumentos maiores foi possivel
detectar regides cobertas nas particulas para as duas amostras, evidenciando o

depdsito do complexo de pectina e calcio (Figura 21 C/E e D/F — setas pretas).
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150X 10kv

500X 10kv

Figura 21: Imagens obtidas por microscopia eletrénica de Varredura. DOPC (A, C
e E) — Dieta adicionada de 6leo de milho (adicdo manual) recoberta no
aglomerador com quatro passagens de pectina (1%p/p) e calcio (1%p/p). DOGPC
(B, D e F) — Dieta adicionada de 6leo de milho (adicdo manual) recoberta no
aglomerador com duas passagens de gelatina (2% p/p) e quatro passagens de
pectina (1%p/p) e calcio (1%p/p): A e B: barra=100um; C e D: barra=10um; E e F:
barra=10um.
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O aspecto das amostras DOPC e DOGPC (Figura 21), com as falhas na
cobertura, justificou a pouca eficiéncia do recobrimento na retengédo dos nutrientes
da dieta (Figuras 12 e 13). O recobrimento ndo homogéneo dos aglomerados foi
relacionado a pouca quantidade de solugcdo de cobertura nebulizada durante o
tempo total de processamento para cada amostra que produziu uma umidificagcao
suficiente para aglomeracdo da dieta e formagdo de granulos com tamanhos
maiores que a dieta sem recobrimento, mas foi insuficiente para criar uma

cobertura continua e uniforme sobre os aglomerados.

Jones [1988] associou imperfeicbes no recobrimento em leito fluidizado a
pulverizagdo em contracorrente ao fluxo de ar de coberturas poliméricas.
Imperfeicbes no recobrimento de esferas de vidro (pouca homogeneidade na
distribuicdo da camada e descamagdo da mesma) foram observadas por
Dewettinck et al. [1998] que associaram esses defeitos as caracteristicas de
adesividade de diferentes tipos de polimeros. Hemati et al. [2003] citaram, além
das caracteristicas de adesividade do material de cobertura, o préprio contato
fisico das particulas entre si e com as paredes do equipamento, que podem levar

a fragmentacgao da cobertura.

A Figura 22 apresenta a microscopia o6tica das dietas DOPC e DOGPC re-

hidratadas em agua.
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Figura 22: Imagens obtidas por microscopia 6tica de dietas re-hidratadas. DOPC

(A e B) — Dieta adicionada de o6leo de milho (adicdo manual) recoberta no
aglomerador com quatro passagens de pectina (1%p/p) e calcio (1%p/p), DOGPC
(C e D) — Dieta adicionada de 6leo de milho (adigdo manual) recoberta no
aglomerador com duas passagens de gelatina (2% p/p) e quatro passagens de
pectina (1%p/p) e calcio (1%p/p). Meio de captagao: agua. Barras = 40 um.

Os materiais aglomerados com cobertura polimérica DOPC e DOGPC
quando colocados em agua, apresentaram-se como particulas grandes e coesas
(Figura 22), sendo isso um indicativo de que apesar da pouca eficiéncia para a
retencdo dos nutrientes, a cobertura depositada em partes dos granulos e as
pontes de ligacao entre as particulas foram suficientes para manter a integridade
dos aglomerados ao serem colocados na agua. O aspecto da dieta é citado por
diversos autores como de grande importancia na aceitacdo de dietas inertes por
larvas de peixes [Onal & Langdon, 2005; Kvale et al., 2005].
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4.3.7.4. Dietas comerciais

Os aspectos das dietas comerciais sao apresentados nas Figuras 23 e 24.

EY

100X 10kv 100 LM

2000X ] 10ky
Figura 23: Imagens obtidas por microscopia eletrbnica de Varredura de dieta
comercial de procedéncia americana (USA). A e B: barras = 100 um; C: barra = 10
um. Setas pretas — falhas no recobrimento.
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250X 10kv

2000X 10kv

Figura 24: Imagens obtidas por microscopia eletrénica de Varredura de dietas
comerciais de procedéncia japonesa: JP400 (A, C com barras = 100 um e E com
barra = 10 um). JP700 (B, D com barras = 100 um e F com barra = 10 um).

As dietas comerciais apresentaram formatos muito irregulares com
aspectos compactados. A dieta de origem americana (Figura 23) aparenta certa
irregularidade quanto a distribuicdo de tamanho das particulas, quando
comparada a dieta de origem japonesa (Figura 24).
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Foi possivel observar, nos aumentos maiores, o0 aspecto dos recobrimentos
sobre as dietas comerciais, que se distribuiram uniformemente nas particulas
(Figura 23-C e Figura 24 — E e F). Os recobrimentos dessas particulas

apresentaram aparéncia similar aos recobrimentos dos aglomerados da Figura 21.

A dieta de origem americana apresentou algumas falhas no recobrimento
(setas pretas - Figura 23-C) em quantidade inferior aos aglomerados produzidos
nesse trabalho, mas que justificam sua maior solubilidade frente as dietas de

origem japonesa, que mostram um recobrimento denso e uniforme (Figura 24).

O aspecto uniforme da superficie das particulas de dieta de origem
japonesa pode ser decorréncia de uma camada de recobrimento mais espessa,
que elimina o aspecto irregular. Sinchaipanid et al. [2004] mostrou o efeito do
aumento da camada de recobrimento na diminuicdo do aspecto rugoso de

particulas recobertas com gordura.
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CAPITULO 5.

TECNICA DE COACERVAGAO COMPLEXA
NA PRODUGAO DE DIETAS PARA LARVAS DE PEIXE

5.1. RESUMO

A coacervagao complexa é uma separacdo espontanea de fases baseada
em uma interagdo eletrostatica entre dois polimeros com cargas opostas em
solugdo, que se associam formando um complexo neutro que precipita. Através da
manipulacdo de condi¢des do meio como pH ou forga idnica, esses complexos
podem formam-se ao redor de particulas ou goticulas de interesse, ocorrendo a
microencapsulagao por coacervagdo complexa, que vem sendo usada ha décadas
na protecdo e controle da liberagdo de diversos compostos. Essa técnica é
eficiente na encapsulagao de compostos com baixa solubilidade ou insoluveis,
mas € pouco eficiente para encapsulagdo de compostos hidrossoluveis. Um
artificio para encapsulagdo de compostos soluveis por coacervagao complexa € a
retencdo desses compostos em matrizes hidrofobicas, que em seguida podem ser
encapsuladas por coacervagdo. Esse capitulo apresenta a produgdo de
microparticulas por coacervagdo complexa contendo compostos hidrofobicos
(oleoresina de paprica/6leo de soja) ou compostos hidrofilicos (glicose e isolado
protéico de soro de leite) retidos em matrizes lipidicas (acido estearico e gordura
vegetal hidrogenada 1:1). As microparticulas coacervadas contendo compostos
hidrofdbicos também foram submetidas a secagem por estufa com circulagao de
ar, liofiizador e spray dryer com o uso de reticulantes (glutaraldeido e
transglutaminase) S&o apresentados e discutidos dados relativos a diametro
médio e distribuicdo de tamanho de particulas, morfologia, e perfis de liberagao

dos diversos compostos.

88



Capitulo 5.  Coacervag¢do Complexa Materiais e Métodos

5.2. MATERIAIS E METODOS
5.2.1. Materiais

Gelatina do tipo B fornecida pela Leiner Davis Gelatin Brasil (Cotia-SP),
Goma Arabica da Synth, lote 30841, 6leo de soja comercial Lisa, oleoresina de
paprica Citromax, gordura vegetal Hidrogenada Saude, acido estearico Vetec, HCI
fumegante (37%) marca Merck lote UM 1789, Cloroférmio Synth Lote 64071,
Metanol Synth 59868, Na2S0O4 marca Dinamica Lote 0521, H2SO4 marca Synth,
papel de filtro qualitativo da Merse, Glutaraldeido (25%) marca Nuclear,
Transglutaminase (Activa TG-S®) cedida pela Aginomoto, glicose PA Synth,
isolado protéico de soro de leite (Newzeland %proteina: 96%), kit para
determinacdo de glicose LABORLAB (enzimatico-colorimétrico), etanol 99%
Comercial Chemco, SDS Vetec, trioleato de sorbitana (Dhaytan, T80)
monoestearato de sorbitana (Dhaytan S60), triestearato de sorbitana (Dhaytan

TS60) cedidos pela Dhaymers.

5.2.2. Equipamentos

Mini Spray dryer BUCHI mod. B-191, placas de agitagdo magnética com
aquecimento Fisaton, pHmetro Digimed mod. MD20, balanga analitica Ohaus
mod. AS200, balanca semi-analitica Marte mod. AS2000C, Ultraturrax mod. T18,
marca IKA, liquidificador Sire, Homogeneizador rotativo para tubos Phoenix mod.
AP22, agitador vibratério para tubos Super-Mixer Cole Palmer mod. 4722,
ultrasom Thornton modelo C/T numero de série 0697074, estufa Tecnal, liofilizador
Edwards Pirani 501, espectrofotdmetro Beckman DU70, centrifuga IECHN-S e

vidrarias em geral.
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5.2.3. Produgao das microparticulas por coacervagao

A obtencédo de microparticulas por coacervacdo € mostrada no fluxograma
da Figura 25 e foi adaptada dos procedimentos descritos por Thies [1995] e
Lamprecht et al. [2000]. Na obtencdo das microparticulas coacervadas foram
usados como materiais de parede solugbes de gelatina e goma arabica e como

recheio uma mistura de oleoresina de paprica e 6leo de soja.

O pH de coacervagao foi avaliado para valores de 4,5, 4,0, 3,5 e 3,0. Ap6s
a mistura da goma arabica (2,5% p/p) com a emulséo gelatina (2,5% p/p) —
recheio (50% do total de material de parede em base seca) o pH foi acertado para
o valor desejado. Apods o resfriamento, as amostras produzidas foram observadas
quanto ao aspecto do sistema (ocorréncia de precipitagdo; aspecto do
sobrenadante, presenga de recheio nao encapsulado na superficie do
sobrenadante) e por microscopia ética (integridade das particulas, esfecicidade e

recheio ndo encapsulado).

As definicbes das condigdes de produgdo de microparticulas coacervadas
foram divididas em testes preliminares e planejamento experimental. Os testes
preliminares foram necessarios para familiarizacdo com a técnica de producéo das
microparticulas e também direcionaram a escolha das variaveis e niveis das
mesmas no planejamento experimental. As condi¢gdes de produgao avaliadas nos

testes preliminares estao listadas na Tabela 17.
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(C)

Gelatina Emulsificagdo o o
100 ml sol. (A) O'e°fes'”a/°'(%°) de soja (1:7)
50 +3°C

EMULSAO

%%malarélbi(cg Agit. magnética

ml sol. ,

50+3°C 10 min < Agit. magnética agua deionizada
5 min 400ml, 50+ 3°C

Correcao do pH
Resfriamento (HCI 2,7M - 4,00 + 0,02)
(10 + 2 °C Taxa:0,33° C/min)

MICROCAPSULAS COACERVADAS

Figura 25: Fluxograma de produgdo das microparticulas por coacervacido. As
letras entre parénteses indicam os pontos estudados nos testes preliminares.

Tabela 17: Variaveis avaliadas nos testes preliminares na produgcdo de
microparticulas por coacervagao complexa.

Variaveis Niveis

Quantidade total de polimeros o
(recheio fixo em 25% p/p. Letra A no fluxograma) 2,5,5,0,7.5 e 11% (p/p)

Quantidade de recheio
(massa de recheio em relagao a massa total de 15, 25, 50 e 100% (p/p)
polimeros — b.s. Letra B no fluxograma)*

Ag. magnética por 5 minutos
Liquidificador por 3 minutos
traturrax (14.000 rpm/ 2 min)

Velocidade para a formacgao da emulsao
(sol.de gelatina-recheio — Letra C no fluxograma) Ul

* Nos testes preliminares foi utilizada uma mistura de oleoresina de paprica e 6leo de soja na
proporgédo 1:7.

Baseado nas indicacdes fornecidas pelos testes preliminares foi gerado um
planejamento fatorial 2° com trés pontos centrais. O planejamento permitiu a
definicdo das condi¢cbes finais de producdo dos coacervados. A Tabela 18

apresenta as variaveis e respectivos niveis usados no planejamento experimental.
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A eficiéncia de encapsulacdo (%EE) foi determinada como resposta para

avaliagao do planejamento.

Tabela 18: Variaveis e respectivos niveis usados no planejamento experimental.

Variavel -1 0 +1
Concentracéo de polimero’ 25 50 7,5
Concentracéo de recheio? 50 100 150

Velocidade de homogeneizacdo® 6000 10000 14000
! Proporcdes iguais para gelatina e goma arabica 21:1). % Concentragdo calculada em relagdo &
massa total de polimero do sistema em base seca. * UltraTurrax: etapa de emulsificagdo gelatina-
recheio (rpm/2minutos). O pH de coacervagéao foi de 4,00 + 0,02.

A quantidade de recheio retida pelas microparticulas coacervadas
produzidas, segundo o planejamento experimental, foi determinada pelo teor de
lipideos totais, de acordo com o método descrito por Bligh & Dyer [1959] com

modificacdes.

5.2.3.1. Obtencao de microparticulas coacervadas contendo compostos

hidrofébicos (recheio: oleoresina de paprica/éleo de soja)

5.2.3.1.1. Produgé&o de microparticulas coacervadas contendo oleoresina de

paprica e oleo de soja.

A produgdao de microparticulas coacervadas contendo uma mistura de
oleoresina de paprica e 6leo de soja foi feita sob as condigcbes apresentadas na
Figura 26. A concentragdo das solugbdes de polimeros foi mantida em 2,5% e o
recheio utilizado consistiu de uma mistura de oleoresina de paprica e 6leo de soja

na proporgao de 1:1 (p/p).
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Ultraturrax

50 ml(zillagn;/ olp 14000rpm/3min_ ojeoresinalbleo de soja (1:1)
. £,070 * .
45+ 30C 2,5g* (t. ambiente)

EMULSAO
5OGo|ma| a£é5bl/ca / Agit. magnética
ml sol. 2,5% p/p . _ y
45+30C 10 min 19t magnética  agua deionizada

5 min 200ml, 45+ 30°C

Corregéao do pH
Resfriamento (HCI 2,7M - 4,00 + 0,02)
(10 £ 2 °C Taxa:0,33° C/min)

MICROCAPSULAS COACERVADAS

Figura 26: Fluxograma da produgdo de microparticulas por coacervagéo
complexa utilizando como recheio uma mistura de oleoresina de paprica e oleo de
soja (1:1). * massa de recheio referente a 100% do total de polimeros de parede
do sistema em base seca.

5.2.3.1.2. Uso de reticulantes para enrijecimento da parede das

microparticulas coacervadas contendo oleoresina de paprica e Oleo de soja.

Para reticulagdo das paredes das microparticulas coacervadas contendo

oleoresina/éleo de soja foram usados glutaraldeido e transglutaminase.

O glutaraldeido foi testado nas concentragdes de 0,1, 0,25 e 1,0 milimolares
por grama de proteina (mM/g.ptn). Apds o resfriamento em geladeira, a suspenséao
de particulas coacervadas foi ressuspendida sob agitagdo magnética e o volume
da solucéo de glutaraldeido referente a cada concentragao foi adicionado a ela. A
mistura foi mantida em agitagdo durante trés horas ou por 18 horas, em

temperatura ambiente.

Aposs o tempo de reagao, interrompeu-se a agitacdo para sedimentacéo das
particulas, que foram lavadas para retirada do excesso de glutaraldeido pela

remogao da agua sobrenadante, sendo adicionado um novo volume de agua, com
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o pH ajustado para 4,0. Esse procedimento foi repetido por trés vezes. Finalmente

a agua residual foi removida por peneiramento.

A reticulagdo com transglutaminase baseou-se em um valor de
concentragédo testado para a gelatina em trabalhos anteriores utilizando-se 10U
por grama de proteina [Chambi, 2004]. A quantidade de enzima foi devidamente
pesada, solubilizada com 5mL de agua deionizada (pH ajustado para 4,0) e
adicionada a suspenséao de particulas apés o tempo de resfriamento na geladeira.
A suspensao de particulas coacervadas adicionada de enzimas foi mantida sob
agitacdo por 18 horas em temperatura ambiente. Apds o periodo de reagao, as
particulas umidas foram peneiradas e lavadas por trés vezes com agua

deionizada.

Apos a reticulagdo com glutaraldeido ou transglutaminase, seguida de
lavagem, as microparticulas umidas foram submetidas imediatamente a secagem
(congelamento lento para liofilizagdo ou secagem em spray dryer). Uma parte das
amostras umidas foi usada para caracterizagdo, com aliquotas pesadas em tubos
para determinagao do perfil de liberacdo e em placas de Petri para determinacao

de umidade.

5.2.3.1.3. Secagem de microparticulas coacervadas contendo oleoresina de

paprica e oleo de soja.

Para a secagem das microparticulas coacervadas com ou sem reticulagcéo
foram utilizados estufa com circulagao de ar, liofilizador e spray dryer. A Tabela

19 apresenta as condi¢cdes de processo utilizadas em cada método.
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Tabela 19: Condicbes de processo e preparo das amostras de microparticulas
coacervadas contendo oleoresina/dleo para secagem.

Processo Preparo da amostra Condicoes

Susp. de microparticulas* (25° C) em agitacdo
Spray Reticulacdo: glutaraldeido: 1,0 e 0,25mM/g.ptn (3h e 18 T entrada: 225° C
Dryer horas); 0,1mM/g.ptn (78 horas). T Saida: 125° C
Transglutaminase: 10U/g.ptn (18 horas)

Decantagao das microparticulas* retirada da agua Temperatura 35° C
Estufa** superficial. Deposigdo do material em placas Tempo: 18 horas ou
Reticulag&o: glutaraldeido: 1,0 e 0,25mM/g.ptn (3h/o.n.) até secagem completa

Decantagao das microparticulas* retirada da agua

superficial. Deposi¢cdo do material em placas Temperatura: -40° C
Congelamento: Lento: Freezer (-18° C)/24h; Réapido: P 50: 0.1 H
Liofilizagéo Adic&o direta de N, liquido. ressao. v, 1mmrig
Reticulagao: glutaraldeido: 1,0/g.ptn (3h e 18 horas); Temp. final: 25°C/2h
0,1mM/g.ptn (18 horas). Tempo: 48h

Transglutaminase: 10U/g.ptn (18 horas)

*Caracteristicas das microparticulas: solugdes de polimeros de parede: 2,5% p/p; recheio: 100% do
total de material de parede em base seca (oleoresina/éleo de soja 1:1). ** Estufa com circulagao de
ar.

5.2.3.2. Obtencao de microparticulas coacervadas contendo compostos
hidrofilicos (recheio: matrizes lipidicas carreando glicose ou isolado

protéico de soro de leite)

5.2.3.2.1. Produgdo de microparticulas lipidicas (MPLs): Determinagdo da

proporgédo de compostos hidrofébicos constituintes da matriz

Testes com misturas de acido estearico (AE: ponto de fuséo
aproximadamente de 70° C) e gordura vegetal hidrogenada (GVH: ponto de fusdo
aproximado de 35° C) foram feitos para determinagdo de uma proporgdo com
ponto de fusdo acima de 45-50°C, permitindo a obtencdo de uma matriz
relativamente macia que suportasse as condicbes de processamento na

coacervagao (temperatura da reagdo: 45-50° C).

Os lipidios fundidos a 85°C foram misturados ainda liquidos nas proporgdes
de 75:25; 50:50; 25:75 (AE:GVH, p/p) em tubos de ensaio. Apds o resfriamento e

consequente enrijecimento das misturas, os tubos foram colocados em banho
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aquecido e submetidos as temperaturas de 35, 40, 45, 50, 55 e 60° C. Decorridos
15 minutos de permanéncia em cada temperatura os tubos foram inclinados
horizontalmente para verificar a firmeza do material, classificando-o em sélido (S),

pastoso (P) ou liquido (L).

5.2.3.2.2. Produgdo de microparticulas lipidicas (MPLs): Determinagdo da

proporgéo entre mistura lipidica e solugdo de recheio.

A determinacéo das proporgdes adequadas entre mistura lipidica e solugéo
de recheio na producédo das microparticulas lipidicas foi feita pela formacado de
emulsdes com partes dos dois componentes. Foram preparadas uma mistura
lipidica de acido estearico e gordura vegetal hidrogenada e uma solugdo de
glicose a 50% (p/p). Elas foram misturadas nas proporgdes 50/50, 60/40 70/30,
80/20, 90/10 (mistura lipidica/solugcédo de glicose) sendo homogeneizadas com o
ultraturrax a 10000 rpm por 30 segundos. A temperatura da mistura foi mantida a
65° C com um banho-maria. As misturas foram avaliadas quanto a estabilidade

visual da emulsao, fluidez e escoabilidade.

5.2.3.2.3. Produgdo de microparticulas lipidicas (MPL): Planejamentos

experimentais

Para o estudo na produgao de microparticulas lipidicas contendo glicose ou
proteina (MPL-GLI ou MPL-PTN) foi utilizado um planejamento experimental 2°
com trés pontos centrais. As variaveis estudadas sao listadas nas Tabelas 20 e
21.
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Tabela 20: Variaveis e niveis do planejamento experimental 2° utilizado no estudo
de produgao de microparticulas lipidicas contendo glicose (MPL-GLI).

Variavel -1 0 +1
Concentracgao de glicose (p/p) 10 45 80
Proporgao lipidio/sol. glicose (p/p) 70/30 80/20 90/10
Tensoativos* B2 B3 B1

*Tensoativos utilizados na quantidade de 5% do total de lipidios: B1 - Blenda1 (1:1): Dhaytan T80
(trioleato de sorbitana)/Dhaytan S60 (monoestearato de sorbitana); B2 - Blenda2 (1:1): Dhaytan
TS8O0 (triestearato de sorbitana)/Dhaytan S60 (monoestearato de sorbitana); B3 - Blenda3 (1:1:2):
Dhaytan TS80 (trioleato de sorbitana)/Dhaytan T80 (iriestearato de sorbitana)/Dhaytan S60
(monoestearato de sorbitana).

Tabela 21: Variaveis e niveis do planejamento experimental 2° utilizado no estudo
de produgao de microparticulas lipidicas contendo proteina (MPL-PTN).

Variavel -1 0 +1
Concentragao de proteina (p/p) 8 24 40
Proporgao lipidio/sol. proteina (p/p) 70/30 80/20 90/10
Tensoativos™ B2 B3 B1

*Tensoativos utilizados na quantidade de 5% do total de lipidios: B1 - Blenda1 (1:1): Dhaytan T80
(trioleato de sorbitana)/Dhaytan S60 (monoestearato de sorbitana); B2 - Blenda2 (1:1): Dhaytan
TS8O0 (triestearato de sorbitana)/Dhaytan S60 (monoestearato de sorbitana); B3 - Blenda3 (1:1:2):
Dhaytan TS80 (trioleato de sorbitana)/Dhaytan T80 (triestearato de sorbitana)/Dhaytan S60
(monoestearato de sorbitana).

A proporgao entre o acido estearico e a gordura vegetal hidrogenada foi
determinada experimentalmente e mantida fixa em 1:1 (p/p). A quantidade de
tensoativos adicionada ao sistema baseou-se nos resultados observados por
Magee & Olson [1998a] sendo de 5% (p/p) do total de lipidios do ensaio. As
blendas foram formuladas nas proporgdes de 1:1 para as blendas B1 (Dhaytan
T80/Dhaytan S60) e B2 (Dhaytan TS80/Dhaytan S60) e 1:1:2 para blenda B3
(Dhaytan TS80/Dhaytan T80/Dhaytan S60).

Para as MPL-GLI as respostas levantadas para avaliagao do planejamento

foram porcentagem liberada de glicose em 30 minutos (solvente: agua destilada) e
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eficiéncia de encapsulacdo (%EE). Para as MPL-PTN a %EE foi utilizada como

resposta na avaliagdo do planejamento.
5.2.3.2.4. Produgéo de microparticulas lipidicas (MPL): Processamento

A mistura lipidica, as solugbes de glicose ou proteina e as blendas de
tensoativos, nas proporgdes definidas para cada ensaio do planejamento, foram
aquecidas até 65°C e homogeneizadas a 10000 rpm/30 segundos no UltraTurrax.
A formatacdo das microparticulas lipidicas (MPLs) foi feita pela pulverizagdo com
o atomizador duplo fluido do mini spray dryer Buchi, aquecido a 90° C e com
pressdo de ar de 1,0 kgf/lcm?. A temperatura da cdmara nao foi superior a de 30°C
e a temperatura ambiente foi mantida a 22° C. As emulsdes preparadas, como
descrito acima, foram adicionadas manualmente, na entrada de alimentagdo do
atomizador do spray dryer, e pulverizadas na cadmara. Terminado o processo, a
camara de vidro foi resfriada naturalmente e as MPLs recolhidas, com a ajuda de

um pincel, sendo armazenadas em potes plasticos para analise.

5.2.3.2.5. Incorporagdo de microparticulas lipidicas contendo glicose ou

proteina em microparticulas coacervadas (CMPLs).

A incorporagcdao das MPLs em microparticulas coacervadas seguiu o

procedimento descrito no fluxo grama da Figura 27.
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62,5 ul de SDS 10%
Agitacdo com bastéo

Gelatina de vidro por 1 minuto
50 ml sol. (2,5% p/p) 2,59 de MPLs
40+ 2°C

SUSPENSAO
Goma arabica
50 ml sol. (2,5% p/lp) —————» +—
40+2°C

agua deionizada
200ml,40+2°C
Correcao do pH

(HCI 2,7M - 4,00 + 0,02)
Peneiramento

(didmetro = 25 um)

Resfriamento
(15 °C Taxa:1,67°C/min)

MICROCAPSULAS COACERVADAS

Figura 27: Fluxograma da produgao de microparticulas por coacervacao utilizando
como recheio microparticulas lipidicas contendo glicose ou proteina.

Foram preparados trés sistemas independentes para cada MPL-GLI e trés
para MPL-PTN. Ainda foram preparados trés sistemas contendo MPLs produzidas
sem recheio, constituidas apenas de mistura lipidica atomizada, para serem

usadas com “brancos” .

5.2.4. Caracterizagdo das microparticulas coacervadas
5.2.4.1 Determinagao de umidade

A umidade dos produtos foi determinada por secagem em estufa a 105°C
por 16 horas, segundo metodologia da AOAC [1998]. O calculo da umidade das

amostras leva em consideragao a perda de massa ocorrida na secagem.
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5.2.4.2. Determinacao do diametro médio de particulas e distribuicao de

tamanho

A determinagdo de tamanho de particulas foi feita por microscopia 6tica,
com captagdo de imagens através de uma camera digital controlada pelo
programa Global Lab Image. O aumento total de captacao foi de 15,6x (objetiva de
12.5x de aumento e optivar com 1,25x de aumento). As fotos digitalizadas foram
processadas e o tamanho de particula determinado pelo programa Scion Image
(www.scioncorp.com). Entre 100 e 150 particulas foram medidas para cada

amostra analisada.

5.2.4.3. Flutuabilidade

A determinagéo da flutuabilidade da dieta e dos aglomerados foi adaptada
do método descrito em Pedrosa-Islas et al. [2000], Em tubos de ensaio de vidro
de 5mL foram adicionadas em torno de 30 mg e 3 mL de agua destilada a
temperatura ambiente (25 + 2°C). Os tubos foram submetidos a agitagdo
intermitente em agitador vibratério por 10 segundos. Rapidamente a mistura foi
transferida para uma cubeta de vidro e a variacdo da transmitancia foi monitorada
a 600nm em um espectrofotdbmetro Beckman DU 70, nos tempos 15, 30 e 45
segundos, 1,2, 3, 4, 5, 10, 15 e 30 minutos.

5.2.4.4. Morfologia e microestrutura

A morfologia e microestrutura das microparticulas coacervadas foi avaliada
por microscopia otica (MO), microscopia eletrénica de varredura (MEV -

microparticulas desidratadas) e microscopia confocal de varredura a laser (MCVL).

Para observacdo das microparticulas lipidicas e microparticulas

coacervadas umidas e secas utilizou-se um microscépio 6tico (NIKON — eclipse
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E800 - Japan) munido do software Image Pro Plus 4.0 para obtengdo das
imagens. A observagao e captagdo das imagens foram feitas em agua (particulas
umidas e re-hidratadas) e glicerina (microparticulas lipidicas e particulas

desidratadas).

A observacdo por MEV foi feita para as microparticulas lipidicas e
microparticulas coacervadas contendo oleoresina/dleo desidratadas. O preparo
das amostras para observagao seguiu o procedimento descrito no capitulo 4, item
4.2.5.5. A aceleragéo da voltagem durante a observagao e captagdo das imagens
foi de 10kv para as microparticulas coacervadas e de 5kv para as microparticulas

lipidicas.

A microscopia confocal foi empregada com base nos procedimentos de
Lamprech et al. [2000] com algumas modificagbes, usando-se o0s corantes
fluorescentes FITC (isotiocianato de fluoresceina) e Nile Red. Trés tipos de

microparticulas foram avaliadas por essa microscopia:

e Microparticulas coacervadas umidas contendo como recheio uma mistura
de gordura vegetal hidrogenada (GVH) fundida a 50° C e uma solugdo de
caseina a 11% (homogeneizagao: ultraturrax - 14000rpm/2min);

e Microparticulas lipidicas contendo proteina (MPL-PTN);

e Microparticulas coacervadas contendo microparticulas lipidicas com
proteina (CMPL-PTN).

A produgdo das microparticulas coacervadas contendo gordura vegetal
hidrogenada e caseina, seguiu o fluxograma da Figura 26 e as microparticulas
lipidicas e seus coacervados foram produzidos como descrito em 5.2.3.2.3. e na

Figura 27.

O FITC é uma molécula organica pequena (Figura 28) que tem como sitio
de conjugagao aminas primarias livres. O FITC, dissolvido em DMSO (dimetil
suféxido) na proporgcdo de 1 mg/mL, foi adicionado na quantidade de 50 nl para

cada 2,5g de polimero em solugdo. A reagdo foi conduzida a 40°C, sob agitagdo
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por uma hora. O Nile Red (Figura 28) reage com substancias apolares por
interagbes hidrofdbicas. O corante foi adicionado na proporgao de 1mg para cada

30g de dleo e a mistura foi mantida em agitacédo até completa dissolugdo do

NILE RED I

corante.

Figura 28: Estruturas quimicas dos corantes FITC e Nile Red (site da Sigma:
http://www.sigmaaldrich.com/cgi-bin/hsrun/Distributed/HahtShop/
HAHTpage/HS_Structurelmage - acesso em junho, 2003).

A Tabela 22 apresenta diversas amostras que foram produzidas pela
reacdo de constituintes distintos das microparticulas coacervadas e

microparticulas lipidicas com os corantes fluorescentes.

Tabela 22: Lotes de microparticulas coacervadas e microparticulas produzidos
com ingredientes marcados por corantes fluorescentes para microscopia confocal.
Microparticulas coacervadas contendo GVH e caseina

Tratamento®* Goma Arabica Gelatina H? dor:)dgie\;i\%a (so??séf/:,np?/p)
GAF FITC? Nao corada Nao corada Nao corada
GF Nao corada FITC? Nao corada Nao corada
GFGVN Nao corada Nao corada Nile Red® FITC?
GVNCF Nao corada FITC? Nile Red® Nao corada
Microparticulas lipidicas contendo proteina (MPL-PTN)
Mistura lipidica Solucao de proteina
MLNPF Nile Red” FITC?
Microparticulas coacervadas contendo MPL-PTN
Goma Arabica Gelatina Mistura lipidicas proteina
GFMLN N3o corada FITC? Nile Red” N3o corada

* As siglas foram montadas em fun¢do dos componentes corados no sistema: GAF — goma ardbica corada
com FITC; GF — gelatina corada com FITC; GFGVN - gelatina corada com FITC e Gordura Vegetal corada

com Nile Red; GVNCF — Gordura Vegetal corada com Nile Red e Caseina corada com FITC. MLNPF —
mistura lipidicas corada com Nile Red e proteina coarada com FITC; GFMLN — Gelatina corada com FITC
e mistura lipidica corada com Nile Red. *—50ul/2,5g de polimero; ® — 1,0mg/30g de lipidio.
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As observagdes foram feitas em um microscépio de Varredura Laser
Confocal Olympus LSM — Fluoview versao 3-2 (Olympus, Tékio, Japao) nos
laboratérios da divisdo Farmanguinhos do Instituto Adolfo Lutz - RJ. As condi¢des

de trabalho, para coleta de imagens séo descritas no anexo 2.

5.2.4.5. Determinacdo da quantidade total de compostos hidrofilicos ou

hidrofébicos contidos nas microparticulas lipidicas e nos coacervados

5.2.4.5.1. Determinacédo da quantidade total de oleoresina de paprica contida

nas microparticulas coacervadas (CORP).

A determinacdo da quantidade total de oleoresina nas microparticulas
coacervadas umidas apdés o processamento foi feita por diferenca entre a
quantidade inicialmente pesada para formagdo da emulsdo com a solugado de
gelatina e a oleoresina perdida durante o processo até o peneiramento das
particulas. O monitoramento das perdas foi feito cuidadosamente de forma a
produzir baixa variabilidade entre as repeticdes. A quantificacdo da oleoresina das
microparticulas desidratadas por liofilizacdo foi feita considerando que essas
amostras foram obtidas pela secagem dos respectivos sistemas umidos. Sendo
assim, a quantidade de oleoresina contida nos sistemas desidratados, foi

considerada a mesma dos sistemas umidos corrigidos para base seca.

5.2.4.5.2. Determinagdo da quantidade total de glicose contida nas

microparticulas lipidicas (MPL-GLI) e seus coacervados (CMPL-GLI).

Em tubo com tampa foi adicionado 0,1g de microparticulas lipidicas
contendo glicose e 6g de agua destilada. Os tubos foram mantidos em banho-
maria em temperatura de 85° C por 15 minutos para a total liquefagdo da mistura
lipidica, sendo submetidos a agitagdo manual por 5 segundos, a cada 5 minutos.

Em seguida, os tubos foram resfriados e uma aliquota da agua foi removida para
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analise por método enzimatico (glicose oxidase) com determinagédo colorimétrica
do teor de glicose contido em 20 ul de amostra (leitura em espectrofotdmetro a
505nm). A quantificagdo da glicose foi feita a partir de uma curva padrao
construida utilizando a mesma glicose adicionada as microparticulas (resultados

apresentados em mg de glicose/100 mL de amostra).

Para os coacervados contendo microparticulas lipidicas com glicose, usou-
se uma solugdo de SDS 10% p/p que, nessa concentragao, desfez o complexo
coacervado e solubilizou a mistura lipidica, liberando totalmente a glicose. Em
tubo com tampa foram pesados 0,1g de CMPL-GLI, adicionando-se 5g de solu¢ao
SDS 10% agitando levemente para dispersar as particulas. A mistura foi mantida
em repouso 18 horas e em seguida foram adicionados 5g de agua destilada. O

material foi filtrado e a glicose determinada no permeado.

Para avaliacdo de possiveis interferéncias na reacdo colorimétrica foram
testadas em triplicata a determinagdo de uma quantidade de glicose livre
conhecida em SDS e a determinagdo de glicose em um coacervado produzido

com MPL constituidas apenas de lipidios (“brancos”).

A eficiéncia de encapsulagdo (%EE) para MPL-GLI, produzidas em cada

ensaio do planejamento experimental, foi determinada pelo calculo:

Glicose total quantificada
Glicose total*

*Pesada inicialmente

%EE = X100

5.2.4.5.3. Determinagdo da quantidade total de proteina contida nas
microparticulas lipidicas (MPL-PTN) e seus coacervados (CMPL-PTN).

A quantidade total de proteina foi determinada pelo método de Kjedhal

[AOAC, 1998] com fator de convers&o de nitrogénio para proteina de 6,25.
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Devido ao alto teor de gordura, as microparticulas lipidicas adicionadas de
acido sulfurico concentrado e catalisador, foram mantidas sob aquecimento
brando de 150°C por aproximadamente 24h para evitar a formacado de espuma e
consequente perda das amostras. Apds esse periodo, a temperatura foi elevada

gradualmente para 360°C e mantida até total digestdo das amostras.

Para os coacervados, a quantificagao da proteina livre foi feita por diferenca
entre o conteudo protéico total de coacervados contendo microparticulas lipidicas
com proteina e conteudo protéico total de coacervados, contendo apenas

microparticulas de mistura lipidica pura.

O calculo da eficiéncia de encapsulacao (%EE) para MPL-PTN produzidas

em cada ensaio do planejamento experimental foi determinado como se segue:

Proteina total quantificada
Proteina total*

* Pesada inicialmente

%EE = X100

As quantidades de proteina quantificada e tedrica sdo expressas em

gramas de proteina por 100 gramas de microparticulas lipidicas.

5.2.5. Perfis de liberagao de compostos hidrofilicos e hidrofébicos

5.2.5.1. Perfil de liberagcao de oleoresina de paprica de microparticulas

coacervadas

As amostras foram produzidas segundo o fluxograma da Figura 26 sendo
reticuladas com glutaraldeido ou transglutaminase e também desidratadas por
liofilizagdo ou spray dryer. A Tabela 23 apresenta as amostras produzidas para

avaliacao da liberagéo de oleoresina de paprica.

As liberacdes de oleoresina das microparticulas coacervadas umidas, com

ou sem reticulagdo, foram feitas pesando-se entre 0,0700 e 0,0800g das amostras
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em tubo com tampa e adicionando-se 1mL de agua deionizada para ressuspensao
das particulas. Para as particulas desidratadas pesou-se 0,0175 a 0,0200g em
tubos com tampa. Um volume de 50mL de etanol absoluto foi adicionado em cada
tubo, vedado com o auxilio de fita veda roscas. Os tubos preparados em ftriplicatas
para cada tempo foram cobertos com plastico preto para evitar possiveis
degradagdes dos compostos corados de cor da oleoresina e foram mantidos em
agitador rotativo sendo retirados apds 15, 30, 60, 90 e 120 minutos, tendo o seu
conteudo filtrado em papel de filtro a baixo vacuo. O filtrado foi quantificado quanto

ao conteudo de oleoresina liberada (Figura 29).

Tabela 23: Amostras produzidas para avaliacdo da liberagcdo de oleoresina de
microparticulas coacervadas.

Caédigo Descricao*

SR Microparticulas coacervadas sem reticulagdo umidas.
Microparticulas coacervadas sem reticulacdo posteriormente secas por

SRL PR
liofilizacao
Microparticulas coacervadas reticuladas com 0,1mM de glutaraldeido/g

GO0,1 . .
de proteina, 18 horas, umidas.

Microparticulas coacervadas reticuladas com 0,1mM de glutaraldeido/g
GO,1L , , e

de proteina, 18 horas, posteriormente secas por liofilizagao.

Microparticulas coacervadas reticuladas com 0,1mM de glutaraldeido/g
GO0,1SD ] ,

de proteina, 18 horas, posteriormente secas em spray dryer.

G1 Microparticulas coacervadas reticuladas com 1mM de glutaraldeido/ g
de proteina, 18 horas, umidas.

G1L Microparticulas coacervadas reticuladas com 1mM de glutaraldeido/ g
de proteina, 18 horas, posteriormente secas por liofilizagao.
Microparticulas coacervadas reticuladas com 1mM de glutaraldeido/ g

G1SD . :
de proteina, 18 horas, posteriormente secas em spray dryer.

TG Microparticulas coacervadas reticuladas com 10U de enzima/g de
proteina, 18 horas, umidas.

TGL Microparticulas coacervadas reticuladas com 10U de enzima/g de
proteina, 18 horas, posteriormente secas por liofilizagao.

TGSD Microparticulas coacervadas reticuladas com 10U de enzima/g de

proteina, 18 horas, posteriormente secas em spray dryer.

*As amostras foram produzidas com solugbes poliméricas (gelatina e goma arabica) de
concentragao 2,5%. A quantidade de recheio (oleoresina/oleode soja 1:1) foi de 100% do total de
material de parede em base seca.
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Para quantificacdo da oleoresina liberada uma curva padrdo da mistura de
recheio foi construida (oleoresina/éleo de soja), pela solubilizagdo de uma
quantidade conhecida da mesma em etanol absoluto. Aliquotas (em triplicata) de
diluicbes sucessivas de uma solugdo contendo uma quantidade conhecida de
oleoresina (0,15mg/mL) foram lidas em espectrofotbmetro a 452nm. A curva

expressa valores em miligramas de oleoresina por mililitros de etanol.

= e NN

Figura 29: Sistema composto de tubos e agitador rotativo usado na avaliacéo da
liberagao de oleoresina de microparticulas coacervadas.

5.2.5.2 Perfis de liberagao de Glicose de microparticulas lipidicas e seus

coacervados
5.2.5.2.1. Liberag&o de glicose de micropatrticulas lipidicas (MPL-GLI)

Para avaliagado do perfil de liberagcédo de glicose das microparticulas lipidicas
foi selecionado o ensaio do planejamento experimental com menor resposta
quanto a liberagao em 30 minutos. Essa amostra foi avaliada quanto a liberagao
de glicose nos tempos 30, 120, e 240 minutos, com ou sem agitagdo, nas
temperaturas de 25 e 40°C. A liberagdo foi avaliada em triplicata para cada

tempo/temperatura.
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Para liberagao da glicose sem agitacao foi pesado 0,1g de microparticulas e
6g de agua destilada em tubos com tampa, mantidos na temperatura desejada
(25°C ou em banho-maria a 40°C). Nos tempos de 30, 120 e 240 minutos foram
retiradas aliquotas do fundo dos tubos, com o auxilio de uma seringa, para

quantificacédo da glicose liberada.

Na determinacgao da liberagcéo da glicose, sob agitagao, foram pesados 0.4g
de MPL-GLI e 25 g de agua destilada em beckers de 50mL. Os beckers foram
mantidos sob agitagdo em shaker na temperatura desejada (25 ou 40°C) sendo
removidos nos tempos determinados. Apds um repouso por 5 min para flutuacao
das particulas de gordura, foram removidas aliquotas do fundo dos beckers com

uma seringa para quantificagao da glicose liberada.

5.2.5.2.2. Liberagcdo de glicose de microparticulas coacervadas contendo
microparticulas lipidicas (CMPL-GLI)

A determinacao de glicose liberada dos coacervados foi feita apés 1 e 20
horas. Foram pesados em beckers 3,10g de microparticulas coacervadas
(produzidas segundo o fluxograma da Figura 27 e contendo as microparticulas
lipidicas que foram usadas no item anterior) e adicionados volumetricamente
25mL de agua. Os beckers foram mantidos tampados e sob agitagdo em shaker,
em temperatura ambiente. Nos tempos determinados a agitagao foi interrompida
por 5 minutos para deposi¢cédo das particulas e uma aliquota de 0,1mL foi recolhida
da superficie para quantificagdo da glicose liberada. Foi feita a reposicédo de

solvente no tempo de 60 minutos. Todas as analises foram feitas em triplicata.

5.2.5.3 Perfis de liberagcao de proteina de microparticulas lipidicas e seus

coacervados

5.2.5.3.1. Liberacao de proteina de microparticulas lipidicas (MPL-PTN)
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Para avaliagdao do perfil de liberacdo de proteina das microparticulas
lipidicas foram selecionados trés amostras contendo quantidades diferentes de
proteina produzidas no planejamento experimental. Essas amostras foram
avaliadas quando a liberagao nos tempos de 30, 120 e 240 minutos sem agitacao,
nas temperaturas de 25 e 40°C. A liberagdo foi avaliada em triplicata para cada

tempo/temperatura.

Foram pesados 0,1g de microparticulas e 6g de agua destilada em tubos
com tampa, mantidos na temperatura desejada (25 ou em banho a 40°C). No
tempo determinado, trés tubos de cada amostra foram removidos e filtrados. O
papel de filtro contendo as MPL-PTN foi colocado em tubos de kjedhal para

determinacao do conteudo de proteina residual.

A quantidade de proteina liberada foi calculada com a seguinte formula:

(PTN total — PTN retida)
PTN total

%PTN LIB = X100

5.2.5.3.2. Liberagcdo de proteina de microparticulas coacervadas contendo
microparticulas lipidicas (CMPL-PTN)

Para avaliagao da liberacao de proteina das CMPLs foi produzido um lote
de microparticulas lipidicas contendo 6,4% de proteina (base seca). Essas
microparticulas foram usadas para producdo de trés lotes independentes de

microparticulas coacervadas segundo o fluxograma da Figura 26.

Quantidades de 0,35g dos coacervados produzidos foram pesados em
tubos com tampa e adicionados de 20 mL de agua, mantidos em agitador rotativo
a velocidade lenta e sendo retirados nos tempos estudados. O conteudo dos tubos
foi filtrado e a amostra retida mais o papel de filtro, foram colocados em tubos de
kjedhal para determinagdo da proteina residual. As liberagbes foram feitas em
triplicata (3 tubos) para cada processamento e para cada tempo. A quantidade de

proteina liberada foi calculada com descrito em 5.2.5.2.1.
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5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1. Produgcao de microparticulas coacervadas - Testes preliminares
com caracterizagdo (didmetro meédio, distribuicdo de tamanho e

morfologia)
5.3.1.1. pH de coacervagao

Na determinacdo do pH de coacervagdo foi observado que, para os
sistemas com correcdo do pH para 3,5 e 3,0, ndo houve formacao de precipitado,
indicando a nao ocorréncia da coacervagao. Para os sistemas com corregdo do
pH para 4,5 e 4,0 ocorreu a formacdo de precipitado, sendo observado na
microscopia a presenca de particulas esféricas, multinucleadas e com parede
definida. No sistema de pH 4,5 o sobrenadante mostrou-se ligeiramente turvo,
indicando a presenca de polimeros em solugdo. O sistema com pH corrigido para
4,0 se apresentou limpido, indicativo de uma maior interagcédo entre os polimeros e,
consequentemente, maior formacao de coacervado, sendo entdo o pH escolhido
para os testes. O pH de coacervagao do sistema gelatina-goma arabica pode
variar na faixa de 3,0 até 5,0 dependendo da origem dos polimeros [Thies, 1995;
ljichi et al., 1997; Menger & Sykes, 1998; Burgess & Ponsart, 1998;
Lamprecht et al., 2000; Lamprecht et al., 2001],

5.3.1.2. Preparo da emulsao gelatina/recheio

Quanto ao preparo da emulséo gelatina-recheio foi observado que, para os
sistemas de agitagdo mais rapida, como o turrax e o liquidificador, as emulsdes
produzidas foram mais estaveis enquanto que, com agitagdo magnética, a
separacao de fases ocorreu rapidamente. A agitagcdo no liquidificador produziu
grande quantidade de espuma, interferindo na produgdo dos coacervados. O
Ultraturrax produziu pouca espuma, exigindo menos tempo de processo para

obtencdo de uma emulsao estavel.
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Lamprecht et al. [2001] avaliou o rendimento de encapsulacdo em fungao
da velocidade de homogeneizagdo da emulsdo gelatina-recheio utilizando um
agitador magnético, um agitador de pas (1000 — 1500 rpm) e um ultraturrax (8000
rpm) obtendo melhores resultados quando usou o ultraturrax (~ 80% de
rendimento de encapsulagdo, quando comparado a 5% para agitagdo magnética e

32% para agitagao por pas).

A escolha das condigdes para emulsificacdo da gelatina com o recheio
definiu as condi¢gdes operacionais de produ¢do das microparticulas coacervadas

que sao apresentadas na Tabela 24.

Tabela 24: Condi¢cbes usadas na producéo de microparticulas coacervadas.

Emulsificagao recheio-gelatina Ultraturrax

Agitagao durante o processo Agitador magnético

Temperatura durante o processo 50 + 3° C (mantida até o acerto do pH)
pH de coacervacgao 4,00 £ 0,02

Resfriamento Até 10° C — Taxa: 0,33°C/minuto
Decantacgao das particulas Geladeira (5°C) 18 horas

A Tabela 25 apresenta os resultados de diametro médio, distribuicao de
tamanho das microparticulas e morfologia para as amostras produzidas com

emulsdes obtidas por diferentes formas de homogeneizagéo.
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Tabela 25: Diametro médio, distribuicdo de tamanho das microparticulas e
morfologia para as amostras produzidas com diferentes homogeneizagbes da
emuls&o recheio/gelatina.

Diametro médio (um) e

Emulsdo Distribuicdo de tamanho Morfologia
164 + 502
Agitacao
magnética £
Liquidificador
EZ’:.:‘E?
Turrax** ‘% %/%

R

ML

Al e

E
Didmetra (#m)

D\\\\\\\\\\\\

i\\\\\\\

* Sistemas: Materiais de parede: solugdes 2,5% (p/p); recheio (oleoresina/dleo de soja 1:7): 25%
do total de material de parede. ** Velocidade: 14000rpm/2min. ***Morfologia: réguas de 40 um.

As letras minusculas sobrescritas indicam a analise estatistica (letras diferentes = diferenga
estatistica para p < 0,05).

=

40um
I

As microparticulas produzidas a partir de emulsbes agitadas pelo
liquidificador e pelo ultraturrax apresentaram um recheio composto por goticulas

menores do que aquelas nas quais a emulsdo foi preparada por agitacéo
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magnética. A diferenga do tamanho das microparticulas também fica evidente para

as captacgdes feitas num mesmo aumento (Tabela 25 - Figuras B, D e F).

As particulas com didmetros médios maiores foram produzidas a partir da
emulsdo preparada por agitagdo magnética. O aumento da velocidade no preparo
das emulsdes, com a mudanca para liquidificador e ultraturrax, produziu particulas

menores.

Quanto as distribuicdes de tamanho, no caso das microparticulas obtidas
com diferentes velocidades no preparo da emulsdo, todos os sistemas

apresentaram distribuicdes proximas a normal (Tabela 25 — Figuras A, C e E).

Apos a definicdo das condicdbes operacionais para producdo dos
coacervados foram feitos alguns testes quanto a quantidade de recheio e
polimeros utilizados. Os sistemas foram produzidos segundo o fluxograma da
Figura 30. A emulsificagao recheio/gelatina foi feita no Turrax (14000rpm/2min). As

quantidades de recheio e polimeros testadas foram citadas na Tabela 17.

5.3.1.3. Quantidade de recheio

Os resultados de didmetro médio, distribuicdo de tamanho das microparticulas
e morfologia para as amostras produzidas com aumento crescente de recheio séo

apresentados na Tabela 26.
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Tabela 26: Diametro médio, distribuicdo de tamanho das microparticulas e

morfologia para as amostras produzidas com aumento crescente de recheio

Morfologia**

de tamanho

do
88 +17°

Diametro médio (um) e

Distribui¢

% Recheio *

15%

90 + 18°

25%

155 + 34°

110 + 13°

diferenga estatistica para

**Morfologia: réguas de 40 pum. As letras

* Sistemas: Materiais de parede: solugdes 2,5% (p/p); porcentagem de recheio (oleoresina/dleo de

soja 1:7) em relagdo ao total de material de parede.
minusculas sobrescritas indicam a analise estatistica (letras diferentes

p < 0,05).
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Para todas as concentracdes de recheio adicionadas ocorreu a precipitagao
caracteristica da coacervacao e apenas o sistema com 100% de adi¢cao de recheio
(em relagdo ao total de polimero) formou um halo vermelho na superficie do
sobrenadante, indicando a presencga de recheio ndo encapsulado. Com a adigao
crescente de recheio foi possivel observar a nitida mudanga na distribuicdo do

mesmo dentro das particulas (Tabela 26 — Figuras B, D, F e H).

Lamprecht et al. [2001] observaram em seus estudos que o0 aumento da
adicao de recheio também aumentou o volume do mesmo nas microparticulas até
uma determinada quantidade a partir da qual foi possivel observar recheio nao

encapsulado.

Os didmetros médios das microparticulas produzidas com menores
quantidades de recheio (15 e 25%) foram menores que para as microparticulas
produzidas com maiores quantidades (50 e 100% - Tabela 26). Os sistemas com
menor quantidade de recheio tiveram curvas mais caracteristicas de distribuicdo
normal, comparados com os tratamentos de 50 e 100% (Tabela 26 - Figuras A, C,
EeQ).

Thies [1995] definiu dois comportamentos basicos para microparticulas
coacervadas em fungédo da densidade, onde particulas mais densas que a agua
precipitam, e as menos densas flutuam. Esse comportamento esta relacionado
com a estrutura da microparticula formada e com distribuicdo do recheio. Em geral
particulas onde a quantidade de recheio hidrofébico em relagado a parede € maior
tendem a flutuar, pois nesse tipo de sistema a capsula torna-se menos densa que
a agua. Para as particulas onde a quantidade de recheio é igual ou menor que a
de parede, a densidade da particula aumenta e esta pode decantar. Lamprecht et
al. [2001] observaram a flutuagao de particulas coacervadas para sistemas com

grande quantidade de recheio.
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5.3.1.4. Quantidade total de polimeros de parede

A Tabela 27 apresenta o diametro médio, distribuicdo de tamanho das
microparticulas e morfologia para as amostras produzidas com aumento crescente

de polimeros.

Para quantidades de polimeros de 2,5, 5% e 7,5% (p/p) ocorreu
precipitacdo caracteristica com formagao de microparticulas multinucleadas com
formas irregulares para os sistemas 5,0 e 7,5% (Tabela 27 - Figuras B e D). Para
o sistema contendo 11% de polimeros de parede (p/p) ndo ocorreu precipitagao
com a gelificacdo do mesmo (Tabela 27 — Figura E). A adigdo crescente de
polimeros provocou uma deformacgao nas particulas, que perderam a esfericidade
caracteristica. Segundo Schmitt et. al. [1999] um excesso de polimero pode levar
a uma quantidade de cargas excedentes, prejudicando a formagdo do complexo.
Além disso o aumento da viscosidade do meio pelo aumento da quantidade de
polimeros em solugdao também pode interferir na formagao das microparticulas
[Thies, 1995]. Para os sistemas 7,5 e 11% pode-se observar polimeros

coacervados sem recheio indicados pelas setas pretas.

Para o aumento da quantidade de polimero o tratamento de menor
proporgao, 2,5% (Tabela 27 — Figura C), mostrou uma distribuigdo normal
caracteristica quando comparado aos demais tratamentos (Tabela 27 — Figuras A
e C).
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Tabela 27: Diametro médio, distribuicdo de tamanho das microparticulas e
morfologia para as amostras produzidas com aumento crescente de polimeros

Diametro médio (um) e

% Polimeros * Distribuicdo de tamanho Morfologia™
2 59 Tabela 26 Tabela 26
’ Figura C Figura D
150 + 59° B
A - = :
u . e
% %; 7 /‘/% ‘&'1‘ . :b.
5,0% : /5///%%\ _ fﬁ*"
156 + 72° S el 7.4 D
1e B - i Bl e e
: 7 s dor g ;
%%‘ A A d
7,5% - ///%%7//{% > .jfﬁ‘, o
L Be
T g e %
.ho : : :
N o) -
Ou O
11,0% N&o determinado | 1
2ds GERSENS
> O Q/ JHum

* Sistemas: concentragdo crescente de polimeros nas solugbes de gelatina e goma arabica
(volumes utilizados - 1:1) ; recheio (oleoresina/dleo de soja 1:7): 25% do total de material de
parede. **Morfologia: réguas de 40 um. As letras pequenas sobrescritas indicam a analise
estatistica (letras diferentes = diferenca estatistica para p < 0,05). Setas pretas indicam
coacervados sem recheio.

A faixa de tamanho das microparticulas obtidas nos testes preliminares com
diversas variagdes nas condi¢gdes de producao foi de 77 a 164 um sendo

considerado um tamanho adequado para alimentagcdo de larvas nos primeiros
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estagios de desenvolvimento. Diversos trabalhos apresentaram dietas inertes com
tamanho variando entre 50 a 600 um como substitutas para alimentos vivos mais
usados como rotiferos (Brachionus plicatilis) e Artemia spp que apresentam
tamanhos de 125-300 um e 428-517 um, respectivamente. [Yufera et al., 1999;
Cahu & Zambonino Infante, 2001; Genodepa, Southgate & Zeng, 2004;
Carvalho et al., 2004; Kvale et al., 2005].

Os diametros médios reportados para microparticulas obtidas por
coacervagao variam entre 10 a 800 um, em diversos trabalhos que tem associado
essa variagao como uma funcédo da proporcdo entre os polimeros de parede, o
total de polimeros utilizados, quantidade de recheio, tamanho das gotas da
emulsdo recheio/solugdo, velocidade de agitacdo do sistema, taxa de
resfriamento, tipo, forma de reticulagdo e secagem, dentre outras [Lamprecht et
al., 2001; Menger et al., 2000; Bachtsi & Kiparissides, 1996; Nakagawa et al.,
2004].

A produgao dos coacervados, segundo o fluxograma da Figura 31, gerou
em meédia 20g de microparticulas umidas com teor de solidos de 20% em média
perfazendo um rendimento de processo de 80% aproximadamente. Lamprecht et
al. [2001] citam rendimentos na faixa de 79,5 a 84,2% de rendimento para

coacervados submetidos a enrijecimento da parede por diversos processos.

5.3.2. Produgdo de microparticulas coacervadas - Planejamento

experimental

Baseados nos dados obtidos nos testes preliminares, o planejamento
experimental foi elaborado com as variaveis apresentadas na Tabela 18 e os

resultados dos ensaios realizados sao apresentados na Tabela 28.
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Tabela 28: Planejamento experimental (variaveis numéricas e codificadas) e
resposta para avaliacdo da produg¢do de microparticulas por coacervagao.

Variaveis* Resposta
Ensaio Velocidade' [polimeros]> [recheio]® EE%*
1 6000 (1) 2.5 (1) 50 (1) 87,54
2 6000 (-1) 2.5 (-1) 150 (+1)  73.22
3 6000 (1) 7.5 (+1) 50 (1) 90.29
4 6000 (-1) 75(+1) 150 (+1)  86.76
5 14000 (+1) 2,5 (-1) 50 (1) 91.29
6 14000 (+1) 2.5 (-1) 150 (+1)  75.79
7 14000 (+1) 7.5 (+1) 50 (1) 86.10
8 14000 (+1)  7.5(+1) 150 (+1) 90,83
9 10000 (0) 5.0 (0) 100 (0) 93.68
10 10000 (0) 50 (0) 100 (0) 94.70
11 10000 (0) 5.0 (0) 100 (0) 91.39

* Numeros em parénteses representam as variaveis codificadas do planejamento.

1 — UltraTurrax (rpm/2minutos); 2 — Proporgéo volumétrica de mistura de gelatina e goma arabica
de 1:1; 3 — Porcentagem em relacdo a massa de polimeros de parede de cada sistema; 4 —
Eficiéncia de encapsulagéo: Cf/Ci x 100, onde Cf = recheio determinado por Bligh & Dyer nas
microparticulas coacervadas, Ci = massa de recheio usada para formacgao da emulc¢éo inicial com
a gelatina.

A avaliagao do planejamento indicou um efeito significativo da concentragao
de polimeros de parede, da concentracdo de recheio e da interagao entre essas
duas variaveis sobre a eficiéncia de encapsulagdo (EE%) das microparticulas
produzidas por coacervagdo, como mostra o grafico de Pareto da Figura 36. A
velocidade de agitagdo na formagdo da emulsdo nao apresentou efeito

significativo.
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Grafica de Pareto dos efeitos padronizados
Eficiéncia de Encapsulagéo (%EE)
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Figura 30: Grafico de Pareto com valor estimado dos efeitos principais e
interagbes de segunda ordem para as variaveis estudadas ao nivel de 95% de
confianga (p=0,05).
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Figura 31: Superficie de Resposta para Eficiéncia de encapsulagdo (%EE) de
microparticulas produzidas por coacervagao em funcdo da quantidade de recheio
adicionado (% em relacdo ao total de material de parede do sistema em base
seca) e quantidade total de polimeros de parede utilizados (%).
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A superficie de resposta (Figura 31) permitiu compreender a influéncia das
variaveis que tiveram efeito significativo na eficiéncia de encapsulagdo da
coacervagao, nos niveis estudados. Foi observada uma relagdo inversamente
proporcional entre concentragao de polimeros de parede e quantidade de recheio
adicionada, com aumento da eficiéncia de encapsulagao para relacbes de alta
concentragédo de polimeros e baixa quantidade de recheio e decréscimo de EE%
para relagbes de baixa concentragao de polimeros e alta quantidade de recheio.
Isso pode ser relacionado com a disponibilidade de polimeros para recobrir as

goticulas de recheio.

Remunan-Lopez & Bodmeier [1996] em estudos de coacervagao entre
gelatina e quitosana, também concluiram que a quantidade total de polimeros é
decisiva para formacédo das microparticulas coacervadas, interferindo assim, nos

rendimentos do processo.

Com as indicagdes do planejamento experimental, associadas aos aspectos
morfologicos observados para as microparticulas produzidas nos testes
preliminares, fixou-se a concentracdo das solugcbes de polimeros de parede em
2,5% pl/p e a quantidade de recheio adicionado em 100% do total de material de
parede utilizado, seguindo as condi¢gdes para processamento descritas na Tabela
24,

5.3.3. Obtencao de microparticulas coacervadas contendo compostos

hidrofébicos (recheio: oleoresina de paprica e 6leo de soja)

5.3.3.1. Produgao de microparticulas coacervadas contendo oleoresina

de paprica e dleo de soja.

As microparticulas coacervadas produzidas para o estudo de liberagao de
oleoresina seguiram o fluxograma da Figura 26 com algumas modificagdes nas

proporcées do recheio incluido. Testou-se inicialmente a produgdo das
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microparticulas usando-se oleoresina pura que apresentou viscosidade maior que
da mistura de 6leo de soja e oleoresina (7:1). A mudanga n&o foi positiva, pois
muita oleoresina foi perdida na haste do homogeneizador, no Becker utilizado para
homogeneizacédo e, apds a conclusdo da coacervagao, seguida de resfriamento,

constatou-se a presenga de recheio ndo encapsulado na superficie da agua.

O d6leo de soja foi novamente introduzido para diminuir a viscosidade do
recheio melhorando sua encapsulacao. Testes feitos com misturas 1:9 e 1:1 (6leo
de soja:oleoresina) mostraram que a mistura 1:1 obteve um melhor desempenho
durante a producdo sendo escolhida para ser incorporada nos coacervados

produzidos para o estudo de liberacdo.

Para quantificacdo da quantidade de oleoresina encapsulada foi feita uma
limpeza meticulosa com etanol absoluto do becker onde se pesou o recheio, da
haste do turrax e do Becker onde foram produzidas as particulas. Os residuos
removidos foram transferidos para baldo volumétrico e completou-se o volume
com etanol, mantendo o baldo em repouso no escuro por 48h para transferéncia
completa da oleoresina para o solvente. Uma parte desse material foi filtrada a
baixo vacuo e a quantidade de oleoresina foi determinada. A massa de oleoresina
quantificada nessa perda foi descontada do total pesado e considerada a

oleoresina efetivamente encapsulada.

5.3.3.2. Reticulagao com glutaraldeido e com transglutaminase.

As microparticulas reticuladas apresentaram diferengcas macroscopicas em
relagdo as microparticulas sem reticulagdo. Durante o peneiramento para
separacao das particulas da agua foi observado que o sistema reticulado com
1,0mM de glutaraldeido apresentou uma agua de cor ligeiramente laranja, o que
nao ocorreu para os outros dois sistemas reticulados (transglutaminase e
glutaraldeido 0,1mM). Essa cor da agua foi devido a passagem de particulas finas

pela peneira. Como as particulas reticuladas com transglutaminase e glutaraldeido
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0,1 e 1,0mM vieram de um mesmo processamento, supbs-se, por essa
observacdo macroscopica, que a reticulacdo com maior concentracdo de

glutaraldeido influenciou no tamanho das particulas coacervadas.

Outra diferenca entre as particulas reticuladas em relacdo ao material sem
reticulagdo foi quanto a adesividade nas paredes dos tubos utilizados na liberacéo
durante a pesagem. O material sem reticulagdo escoou facilmente pelo vidro,

enquanto que os materiais reticulados mostraram-se mais aderentes.

5.3.3.3. Secagem de microparticulas coacervadas contendo oleoresina de

paprica e oleo de soja

A secagem de microparticulas com alto teor de agua obtidas em processos
como coacervagao, geleificagdo idnica, dentre outros, permite uma extensao da
vida util das mesmas além de ampliar as possibilidades de aplicagdes dessas
particulas [Burgess & Ponsart, 1998; Mukai-Corréa, 2003].

A agua presente em grandes quantidades contribui, em parte, na
sustentagdo da estrutura das particulas e a retirada dessa agua pode ocasionar
ruptura da parede e, consequente, desestruturagéo da particula [Mukai-Corréa et
al., 2005].

Mukai-Corréa [2003] observou a perda da forma esférica e ruptura de
microparticulas obtidas por geleificagcdo ibnica (teor de agua superior a 90%) e

secas em estufa com circulagao de ar.

A estrutura das microparticulas coacervadas pode ser reforgcada com o uso
de agentes reticulantes. Lamprecht et al., [2000] usaram diversas substancias
para aumentar a resisténcia da parede de microparticulas obtidas por
coacervagao, como acido dehidroascorbico, glutaraldeido e etanol. Burgess &

Ponsart [1998] estudaram a secagem de microparticulas coacervadas por spray
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dryer e o glutaraldeido foi usado em um dos tratamentos para auxiliar na secagem

das mesmas.

Trés processos foram utilizados (estufa com circulagéo de ar, liofilizacao e
spray drying) para desidratacdo de microparticulas coacervadas, produzidas

segundo o procedimento da Figura 26.

As condigbes de reticulagdo das microparticulas e os testes de secagem
sao apresentados nas Tabelas 29 e 30. As condigdes de processamento para

cada tipo de secagem foram descritas na Tabela 19.

Tabela 29: Condigdes de reticulacdo (glutaraldeido) e respectivos testes de
secagem para microparticulas coacervadas contendo oleoresina/éleo de soja.

Glutaraldeido
Concentragao 0,1mM/g de ptn  0,25mM/g de ptn 1,0mM/g de ptn

Tempo de reagéo 18 horas 3 horas 18 horas 3horas 18 horas
Secagem Liofilizagao Estufa Estufa
Spray dryer Spray dryer Liofilizagéo
Spray dryer

Tabela 30: Condicbes de reticulagcao (transglutaminase) e respectivos testes de
secagem para microparticulas coacervadas contendo oleoresina/éleo de soja.

Tranglutaminase

Concentragao 10U/g de proteina
Tempo de reagéo 18 horas
Secagem Liofilizag&o
Spray dryer

Além das microparticulas reticuladas, as microparticulas Umidas sem
reticulacdo foram submetidas a secagem por estufa com circulagdo de ar,

liofilizagao e spray dryer.
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5.3.3.3.1. Secagem de microparticulas coacervadas em estufa com circulagéo

de ar

Na secagem em estufa com circulagdo de ar, as microparticulas umidas
sem reticulacdo se apresentaram coladas umas as outras, formando um filme

continuo, duro e quebradico quando destacado dos suportes.

As microparticulas reticuladas com glutaraldeido, na condicdo mais branda
(0,25mM/3horas), também se apresentaram, ao final da secagem, como um filme

continuo semelhante ao das microparticulas sem reticulagao.

Com o aumento das condi¢gdes de reagdo na reticulagdo (aumento da
concentragdo de glutaraldeido X aumento do tempo de reagdo) as amostras
deixaram de formar um filme continuo e passaram a se apresentar como

pequenos pedacos de aglomerados de microparticulas.

5.3.3.3.2. Secagem de microparticulas coacervadas por liofilizagdo

O processo de liofilizagao foi eficiente na obtencdo das microparticulas

secas para todos os tratamentos.

Ao final da secagem todas as amostras apresentaram aspecto
caracteristico de materiais liofilizados. Foi necessario um peneiramento das

amostras para separar as microparticulas.

As microparticulas sem reticulagéo, reticuladas com transglutaminase e
reticuladas com glutaraldeido nas menores concentragdes (0,1 e 0,25mM/g de
proteina) foram facilmente separadas em peneira. As amostras reticuladas com
glutaraldeido na maior concentragcdo (1,0mM/g de proteina) apresentaram certa
resisténcia a separacédo, indicando a possivel formagdo de ligagdes entre as

paredes das particulas, formando aglomerados.
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5.3.3.3.3. Secagem de microparticulas coacervadas em spray dryer

A técnica de secagem por spray dryer, devido ao seu menor custo
comparado a secagem por liofilizagdo, foi utilizada prospectivamente e ainda
preliminarmente, processando-se as amostras em um aparelho de bancada que
nao permite scale up para secadores industriais e apresenta baixos rendimentos
de produto final, para avaliar se a reticulacdo permitiia a manutencdo da

integridade da parede das particulas durante a remog¢ao da agua na secagem.

Diversos experimentos preliminares (anexo 3) foram realizados para
determinagao das condigdes de secagem das microparticulas coacervadas. Com
relacdo ao emprego da transglutaminase, foram testadas variaveis como: qual a
melhor etapa para adicdo da enzima, concentragcdo e tempo de atividade
enzimatica. O anexo 3 permite, ainda que preliminarmente, observar os
experimentos potenciais para estudos futuros. A substituicdo dos reticulantes
quimicos basicamente utilizados industrialmente é desejavel devido a toxidade
residual e a proibigdo para usos alimenticios [Strauss & Gibson, 2004; Soeda et
al., 1997; Soper & Thomas, 1998].

A secagem das microparticulas coacervadas sem reticulagdo no spray
dryer destruiu as particulas formando um pdé laranja. A reticulagcdo com
glutaraldeido e transglutaminase possibilitou a manutengdo da integridade das
particulas durante a secagem produzindo um p6 de cor préxima ao vermelho e de
granulometria visivelmente diferente do obtido a partr da secagem das

microparticulas sem reticulagao.

O aumento das condi¢gdes de reticulagdo implicou em aumento na
manutencao da integridade das microparticulas secas no spray dryer, sendo que a
reticulacdo com glutaraldeido na concentragdo de 1,0mM foi mais eficiente na
manutencgao da integridade das particulas coacervadas durante a secagem do que
as reticulagbes com concentragdes de glutaraldeido de 0,25 e 0,1mM/g.ptn e
transglutaminase (10U/g de proteina, 18 horas). Essa maior eficiéncia pode estar

associada a estequiometria entre os agentes ligantes e o substrato a ser ligado. A
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funcionalidade quanto a resisténcia mecénica de filmes de gelatina intercruzados
com transglutaminase [Taylor et al., 2005] mostraram diferengca em relagcéo a
estequiometria utilizada. O aumento da quantidade de reticulante (glutaraldeido)
aumentou o grau de organizacdo da matriz filmogénica, aumentando sua
resisténcia mecanica, porém a partir de certa quantidade o excesso de ligagdes

cruzadas foi prejudicial a organizagdo da matriz.

Todos os processamentos tiveram baixissimo rendimento e para obtencao
de uma quantidade suficiente de amostra para os testes de liberacdo e
microscopias foram necessarios 3 processamentos para cada tipo de reticulacao.
Lamprecht et al. [2001] também relatam baixos rendimentos (32%) na obtencao
de coacervados desidratados por spray dryer. Os processamentos realizados
nesse trabalho ndo tiveram os valores de rendimento determinados, mas ficaram

seguramente abaixo dos citados por Lamprecht et al. [2001].

Quanto as condi¢gbes operacionais, inicialmente a atomizacgéao foi feita com
um bico de 0,7mm e a decantacao das particulas no duto de alimentagdo causou
entupimento. O uso de um bico de 2 mm de didmetro permitiu uma atomizacao
eficiente das amostras. O entupimento por separagcdo de fase na secagem de
particulas coacervadas por spray drying foi relatado por Burgess & Ponsart

[1998] em seus estudos.

Todos os tratamentos formaram uma pelicula nas paredes e fundo da
camara de secagem, composta pelas particulas que se aderiram ao vidro antes de
estarem completamente secas. Para as amostras reticuladas com glutaraldeido
nas concentragdes de 1,0 e 0,25 mM/g de proteina, além desse filme, foi possivel

observar material integro no fundo da camara.
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5.3.4. Obtencao de microparticulas coacervadas contendo compostos
hidrofilicos (recheio: matrizes lipidicas carreando glicose ou isolado
protéico de soro de leite)

5.3.4.1. Produg¢ao de microparticulas lipidicas (MPLs) - Ensaios
Preliminares

5.3.4.1.1. Determinagéo da proporcdo de compostos hidrofébicos constituintes
da matriz

A composigdo entre acido estearico (ponto de fusdo 70° C [Bertan, 2003])
e gordura vegetal hidrogenada (ponto de fusdo em torno de 35° C) permitiu a
obtencao de misturas com durezas e pontos de fusdo variados, apresentados na

Tabela 31 para trés proporcoes de misturas desses lipidios.

Tabela 31: Pontos de fusdo das misturas de acido estearico (AE) e gordura
vegetal hidrogenada (GVH).

AE:GVH Temperatura (°C)

(%) 35 40 45 50 55 60
25:75 S S P P L L
50:50 S S S S P L
75:25 S S S S S P

S — estado sdlido; P — pastoso; L — liquido.

A mistura contendo maior quantidade em acido estearico se manteve sélida
até temperatura superior a 55°C, apresentando aspecto bem rigido caracteristico
do acido graxo. O aumento da quantidade de gordura vegetal hidrogenada,
abaixou o ponto de fusdo e deu maior maciez a mistura de lipidios. Na proporcao
de maior quantidade de gordura vegetal hidrogenada, o ponto de fusao
permaneceu muito proximo a faixa de temperatura de produgao dos coacervados
(45-50°C). Baseado nessa observagio a composicdo de 1:1 (AE:GVH) foi definida
para a produgdo das MPLs por apresentar ponto de fusdo (55° C — Tabela 31)

superior ao usado na coacervagao.
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Langdon & Buchal [1998 a e b] relatam estudos em que o perfil da mistura
lipidica utilizada na produgdo de microparticulas de gordura influenciam na
eficiéncia de encapsulagao e no perfil de liberacdo de compostos hidrossoluveis
como vitaminas e peptideos. Além disso, a dureza das particulas de gordura
interferiu na agado digestiva e absor¢do dos nutrientes encapsulados por
organismos aquaticos, indicando que particulas menos rigidas, ou seja, com

menores pontos de fusdo, sdo mais adequadas para alimentagao das larvas.

5.3.4.1.2. Determinagdo das proporgbes entre mistura lipidica e solugbes de
recheios

Para a etapa inicial da produgao de microparticulas lipidicas foi necessaria
a formacao de uma emulsao do tipo agua em 6leo. As quantidades dos lipidios e
dos recheios possiveis de serem misturadas para formar esse tipo de emulsao
dependem das caracteristicas de cada componente, chegando a um limite onde a
emulsdo pode inverter e passar a ser do tipo 6leo em agua, perdendo suas

caracteristicas de retengao dos compostos hidrofilicos [Magee & Olson, 1998a].

Foi testada a formacéo de emulsdes entre massas de mistura lipidica (acido
estearico/gordura vegetal hidrogenada 1:1, 65°C) e solugdo de recheio (glicose
50% p/p, 65°C) na faixa de 50:50 até 90:10. As caracteristicas desejadas para as
emulsdes formadas foram: 1 — maior quantidade possivel de solugdo de recheio;

2 — boa fluidez para permitir o escoamento e a atomizacgao.

Proporgdes de 50:50 e 60:40 para solugao de recheio (50% p/p) produziram
emulsdes com texturas pastosas, ndo apresentando escoamento adequado. No
caso das outras combinacdes, as emulsdes apresentaram fluidez suficiente para
permitir a atomizagao sendo usadas no planejamento experimental (70:30; 80:20 e
90:10).
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5.3.4.1.3. Adicao de tensoativos

Nos testes preliminares de formacdo das emulsdes foi possivel observar
uma rapida separagao de fases entre as solugdes de glicose e a mistura lipidica.
Essa separacdo de fases ¢é indesejavel, pois impede a obtencdo de
microparticulas com concentragdo uniforme de recheio e interfere na eficiéncia de
encapsulacéao e perfis de liberagao/retencdo do mesmo [Onal & Langdon, 2004].
O uso de tensoativos é citado como fundamental na obtencao de boa eficiéncia de
encapsulacdo e aumento da retengao de glicose e proteinas [Magee & Olson,
1998a; Nokhodchi et al., 2002; Langdon e Buchal, 2004 a e b]. Baseando-se
nos resultados de Magee & Olson [1998 a e b] foram usadas duas blendas
compostas de monoestearato e triestearato de sorbitana (Dhaytan S60 e Dhaytan
T80 respectivamente — blenda 1) e monoestearato e trioleato de sorbitana
(Dhaytan S60 e Dhaytan TS80 respectivamente — blenda 2). Com o uso das
blendas, as emulsbes permaneceram estaveis durante o tempo de

processamento.

5.3.4.1.4. Condigbes de processamento

As MPLs foram produzidas pela atomizagdo das emulsbes de misturas
lipidicas e solugbes de recheio em um spray dryer de bancada. Testes
premilinares foram feitos para definir condicbes de producdo das MPLs. O

equipamento utilizado € apresentado esquematicamente na Figura 32.
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E s« usD

A — Painel de Controle

B — Bomba peristaltica

C — Bico atomizador duplo fluido
D — Entrada de alimentacao

E — Entrada do ar comprimido

F — Camara de vidro

G — Coletor

H — Termopar

Figura 32: Esquema de adaptacdo do Spray dryer Buchi para producdo de
microparticulas lipidicas.

A alimentacdo do atomizador foi feita pela deposicdo manual da emulséo
diretamente na entrada do mesmo (Figura 32 — D)., A utilizagdo do sistema
convencional do equipamento com a bomba peristéltica para alimentagcéo (Figura
32 — B), ficou inviabilizada devido a queda de temperatura no transporte da
emulsdo ao longo da mangueira, com consequente endurecimento e entupimento.
Cada processamento foi limitado a 30g de emulsdo, evitando assim o
endurecimento pela queda de temperatura, a desestabilizagdo da emulséo e
exposicao ao calor por periodo prolongado (atomizador sob aquecimento de
90°C).

O ponto de fusdo da mistura lipidica permitiu sua pulverizacdo em
temperatura ambiente, na cAmara de secagem, que foi adaptada para esse fim. A
passagem entre a camara de secagem e o ciclone (Figura 32 — H) foi fechada e a
parte inferior (Figura 32 — G) foi mantida aberta para evitar que a temperatura do

ar se elevasse. Com essas modificagbes a temperatura no interior da camara
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atingiu no maximo 30°C monitorada pelo préprio termopar do equipamento (Figura
32 — H). Apos a pulverizagado, a camara foi removida do equipamento e deixada
em temperatura de 22° C para resfriamento. As particulas foram removidas da
superficie de vidro com o auxilio de um pincel e foram estocadas em freezer (-

18°C) para analises posteriores.

Diversas formas de obtengcdo de microparticulas lipidicas vém sendo
estudadas, incluindo sistemas de pulverizagado utilizados na obtencdo dessas
estruturas contendo diversos tipos de compostos [Langdon & Buchal, 1998a e b;
Ribeiro dos Santos et al., 2002; Jenning et al., 2000; Onal & Langdon, 2004 a
e b; Magee & Olson, 1981 a e b; Barbosa et al., 2004].

5.3.4.2. Produgao de microparticulas lipidicas (MPLs) — Planejamentos

experimentais
5.3.4.2.1. Eficiéncia de Encapsulacéo (%EE)

A produgédo de microparticulas lipidicas contendo glicose (MPL-GLI) ou
proteina (MPL-PTN) em solugéao foi realizada com sucesso para todos os ensaios
do planejamento. As amostras produzidas foram avaliadas quanto a liberagdo do
recheio em 30 minutos para a glicose e quanto a eficiéncia de encapsulagao
(%EE) tanto para glicose quanto para proteina. As variaveis numéricas e
codificadas, bem como as respostas obtidas para os ensaios, sdo apresentadas
nas Tabelas 32 e 33.

132



Capitulo 5.  Coacervag¢ao Complexa Resultados e Discussdo

Tabela 32: Planejamento experimental (variaveis numéricas e codificadas) e
respostas para avaliacdo da producdo de microparticulas lipidicas contendo
glicose.

Variaveis® Respostas
Ensaio [GLI] (%p/p) LIP/GLI (p/p) Tensoativo*™ | %EE LIB30’(%)
1 10 (-1) 70/30 (-1) B1 (+1) 116,13 39,71
2 10 (-1) 70/30 (-1) B2 (-1) 114,87 32,13
3 10 (-1) 90/10 (+1) B1 (+1) 80,00 19,86
4 10 (-1) 90/10 (+1) B2 (-1) 80,00 25,66
5 80 (+1) 70/30 (-1) B1 (+1) 97,09 64,76
6 80 (+1) 70/30 (-1) B2 (-1) 103,33 88,65
7 80 (+1) 90/10 (+1) B1 (+1) 67,87 8,69
8 80 (+1) 90/10 (+1) B2 (-1) 54,00 12,89
9 45 (0) 80/20 (0) B3 (0) 77,32 37,40
10 45 (0) 80/20 (0) B3 (0) 78,93 22,63
11 45 (0) 80/20 (0) B3 (0) 82,35 16,82

* Os numeros entre parénteses representam as variaveis codificadas. **Tensoativos utilizados:
Blenda1 (+1): Dhaytan T80 (trioleato de sorbitana)/Dhaytan S60 (monoestearato de sorbitana);
Blenda2 (-1): Dhaytan TS60 (triestearato de sorbitana)/Dhaytan S60 (monoestearato de sorbitana);
Blenda3 (0): Dhaytan T80 (trioleato de sorbitana)/Dhaytan TS60 (triestearato de sorbitana)/Dhaytan
S60 (monoestearato de sorbitana).

Tabela 33: Planejamento experimental (variaveis numéricas e codificadas) e
respostas para avaliacdo da producdo de microparticulas lipidicas contendo
proteina.

Variaveis* Resposta
Ensaio [PTN] (%p/p) LIP/PTN (p/p) Tensoativo*™* %EE
1 8 (-1) 70/30 (-1) B1 (+1) 104,81
2 8 (-1) 70/30 (-1) B2 (-1) 104,71
3 8 (-1) 90/10 (+1) B1 (+1) 76,50
4 8 (-1) 90/10 (+1) B2 (-1) 75,43
5 40 (+1) 70/30 (-1) B1 (+1) 83,99
6 40 (+1) 70/30 (-1) B2 (-1) 79,32
7 40 (+1) 90/10 (+1) B1 (+1) 75,13
8 40 (+1) 90/10 (+1) B2 (-1) 54,24
9 24 (0) 80/20 (0) B3 (0) 86,94
10 24 (0) 80/20 (0) B3 (0) 86,53
11 24 (0) 80/20 (0) B3 (0) 84,01

* Os numeros entre parénteses representam as variaveis codificadas. **Tensoativos utilizados:
Blenda1 (+1): Dhaytan T80 (trioleato de sorbitana)/Dhaytan S60 (monoestearato de sorbitana);
Blenda2 (-1): Dhaytan TS8O0 (triestearato de sorbitana)/Dhaytan S60 (monoestearato de sorbitana);
Blenda3 (0): Dhaytan T80 (trioleato de sorbitana)/Dhaytan TS60 (triestearato de sorbitana)/Dhaytan
S60 (monoestearato de sorbitana).
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As Tabelas 32 e 33 apresentaram valores acima de 100% para eficiéncia de
encapsulacdo, sendo isso atribuido as perdas de material lipidico na etapa de
homogeneizagao entre este e a solugao de recheio. Uma pequena quantidade do
material ficou aderida na parede do Becker e ndo foi descontada para corre¢ao do
calculo da eficiéncia de encapsulagdo. Assumiu-se nesses casos que toda glicose

foi encapsulada.

As Figuras 33 e 34 apresentam analises estatisticas dos planejamentos
quanto a eficiéncia de encapsulagdo na forma de graficos de Pareto dos efeitos
padronizados (efeitos significativos representados pelas barras que cruzam a linha

idicativa de p=0,05) e superficies de resposta.
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Grafico de Pareto dos efeitos padronizados — Eficiéncia de encapsulacéo (%EE) - MPI-GLI
Erro puro = 6,598233
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Figura 33: Graficos de Pareto com valores estimados dos efeitos principais e
interagbes de segunda ordem para as variaveis estudadas sobre a eficiéncia de
encapsulacéo (%EE) na producdo de microparticulas lipidicas, ao nivel de 95% de
confianga (p=0,05). A — Microparticulas lipidicas contendo glicose (MPL-GLI) B -
Microparticulas lipidicas contendo proteina (MPL-PTN).
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Figura 34: Eficiéncia de encapsulagdo (%EE): A - Superficie de Resposta para
proporgdo mistura lipidica/solugdo de glicose X concentragdo da solugéo de
glicose X %EE. B - Superficie de Resposta para proporgéo mistura lipidica/solugéao
de proteina X concentracdo da solucao de proteina X %EE.

Os graficos de Pareto na Figura 33 apresentaram a proporgéo entre a

mistura lipidica e solugdes de recheios e a concentracdo dessas solugdes com

efeitos significativos (p < 0,05) sobre as eficiéncias de encapsulagao, tanto para
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glicose quanto para proteina. Nao foi observado efeito significativo na interagéo

entre as variaveis.

A Figura 34 A e B apresenta as superficies de resposta para os
planejamentos. As eficiéncias de encapsulacdo aumentaram para ambos os
recheios a medida que se aumentou a propor¢ao entre material lipidico e solugéo
de recheio e diminuiu-se a concentragao das mesmas. Esse comportamento pode
estar fortemente associado com a estabilidade das emulsbes formadas pelas
diferentes combinagdes entre as variaveis que influenciam na distribuicdo do
recheio pela matriz. Na producdo convencional de microparticulas desidratadas
por spray dryer, a proporgao entre material de parede e recheio é determinante na
obtencao de altas eficiéncias de encapsulacao e retencdo do material desejado
[Ré, 1998; Reineccius, 1988].

5.3.4.2.2. Liberagéo da glicose em 30 minutos (%L 30)

As microparticulas lipidicas contendo glicose (MPL-GLI), produzidas nos
varios ensaios do planejamento experimental, foram avaliadas quanto a liberagcao
desse recheio em &gua, para um periodo de trinta minutos. Os resultados
estatisticos sdo apresentados na Figura 35, na forma de um grafico de Pareto e

uma superficie de resposta.
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Grafico de Pareto dos efeitos padronizados — Liberagdo em trinta minutos (%L30) - MPL-GLI
Erro Puro = 1125742
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Figura 35: Liberac&o de glicose em 30 minutos (%L30): A - Grafico de Pareto com
valor estimado dos efeitos principais e interagbes de segunda ordem para as
variaveis estudadas na producdo de microparticulas lipidicas contendo proteina,
ao nivel de 95% de confianga (p=0,05). B - Superficie de Resposta para proporgao
mistura lipidica/solucdo de proteina X concentracdo da solucdo de proteina X
%L30.

O gréafico de Pareto da Figura 35 indica que, para liberagdo em trinta
minutos, as variaveis concentracido e propor¢ao entre mistura lipidica e solugao de
recheio apresentaram efeito estatisticamente significativo. A superficie de resposta

(Figura 35 - B) mostra que a liberagdo aumenta com o aumento da proporgao
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entre mistura lipidica e solugdo de recheio e a concentragdo dessa. Magee &
Olson [1998a] obtiveram altas eficiéncias de encapsulagdo para glicose, porém

também encontraram dificuldade para reté-la em matrizes lipidicas.

O tipo de blenda de tensoativos utilizados nado apresentou efeito
estatisticamente significativo (p > 0,5) para nenhuma das respostas avaliadas nos
dois planejamentos. No entanto, quanto ao aspecto dos produtos obtidos, foi
observada uma maior aglomeragao entre as particulas com o uso da blenda 2. O
Dhaytan TS60 que compde essa blenda, é liquido em temperatura ambiente,

podendo ser o responsavel pela aglomeragao das MPLs.

5.3.4.3. Producao de coacervados contendo microparticulas lipidicas

Para produgdo de microparticulas coacervadas contendo microparticulas
lipidicas foram necessarias algumas adaptagdes as condi¢cdes ja estabelecidas
(Figura 27). A fragmentagao das MPLs poderia levar a perdas de recheio. Sendo
assim, a dispersdo das MPLs na solugao de gelatina passou a ser feita com a
ajuda de um bastdo de vidro no lugar do ultraturrax. No entanto as MPLs
separaram rapidamente da solugdo, dificultando a sua incorporacdo nos
coacervados. Para melhorar a dispersibilidade das MPLs na gelatina foi
adicionado um pequeno volume de solugao de SDS 10% (p/p). Isso permitiu uma

certa estabilidade na dispersao, sem prejudicar a formacgéo dos coacervados.

A temperatura de processo foi reduzida para 40°C para favorecer a
integridade das microparticulas lipidicas. Segundo Thies [1995] a temperatura na
coacervagdo pode estar entre 40 e 60°C. O tempo de resfriamento, apds o ajuste
de pH, foi reduzido para 30 minutos, evitando que o aquecimento a 40°C
juntamente com a agitagcéo levasse a uma perda excessiva por lixiviagado dos

componentes hidrofilicos.
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A formagdo do coacervado ocorreu, como ja observado, nos experimentos

anteriores para a oleoresina de paprica com a precipitacdo das microparticulas
formadas.

As microparticulas coacervadas foram peneiradas imediatamente apds o
resfriamento e amostras para liberacdo e determinacdo de umidade foram

pesadas rapidamente para evitar variagdes na quantidade de agua do material
umido.

5.3.5. Caracterizagao das microparticulas coacervadas

5.3.5.1. Flutuabilidade

O perfil de sedimentacado das microparticulas coacervadas foi determinado
para amostras produzidas com diferentes quantidades de recheio nos testes

preliminares e sao apresentados na Figura 36.
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Figura 36: Sedimentagdes das microparticulas coacervadas produzidas com
diferentes quantidades de recheio em relacdo a quantidade de polimeros de
parede (base seca): 15% (@), 25% (l), 50% (A) e 100% (X). Monitoramento das
porcentagens de transmitancia ao longo do tempo. Coeficiente de variagao (desvio
padrao / média X 100) maximo = 3,9%.
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Todas as amostras de microparticulas coacervadas tiveram rapida
precipitacdo, atingindo valores acima de 80% de transmitancia até 5 minutos. Para
o tempo de trinta minutos todas as suspensdes das amostras apresentaram
transmitancia superior a 90% com valores estatisticamente iguais (p < 0,05). O
tempo de sedimentagao pode influenciar a deteccéo e aceitacdo das dietas inertes
por larvas de peixes. Tempos de sedimentacédo entre 1,15 e 11,11 minutos para
dietas inertes foram determinados por Pedroza-lslas et al., [2000]

correlacionando os valores a aceitacdo dessas dietas pelas larvas.

Mukai-Corréa et al. [2005] avaliaram por registro fotografico a
sedimentagcdo de microparticulas produzidas por gelificagdo ibnica obtendo
amostras que ficaram dispersas na coluna de agua sem sedimentarem por um

periodo de 60 minutos.

Diferentemente dos aglomerados (capitulo 2), as microparticulas
coacervadas apresentam matrizes insoluveis que podem ser filtradas dos tanques

de larvicultura.

5.3.5.2. Determinagcao do diametro médio e distribuicdo de tamanho de

particulas (microparticulas lipidicas e coacervados em geral)

5.3.5.2.1. Didmetro médio e distribuicdo de tamanho para microparticulas
coacervadas contendo composto hidrofébico (oleoresina/dleo de

soja).

Os didmetros médios determinados por microscopia oOtica das
microparticulas coacervadas contendo oleoresina/dleo de soja (1:1) umidas e
secas, submetidas as varias condi¢des de reticulagdo sao apresentados na Tabela
34. A dispersao das amostras foi feita em diversos meios (agua para as amostras

umidas e re-hidratadas, glicerina para amostras desidratadas e etanol para todas
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as amostras) seguida de tomada das imagens e posterior utilizagdo de software

para o dimensionamento.

Tabela 34: Diametro médio (um) determinado por microscopia o6tica para
microparticulas coacervadas umidas, desidratadas por liofilizagdo e por spray
dryer, com captagdo em diversos meios.

Meio de captacgao

Agua Glicerina Etanol
Umido |Liofilizado Spray Dryer | Umido Liofilizado Spray Dryer
52,20* 39,10 46,42 43,78
SR 3,75* 3,92 ND**** 6,11 8,06 ND****
7,18***| 10,03 13,16 18,41
82,24 60,18 58,37 70,49 65,42 63,22
G0,1 11,78 2,26 17,38 4,43 6,13 12,16
14,32 3,76 29,78 6,28 9,37 19,23
43,68 38,07 56,59 41,31 41,71 59,50
G1 3,41 5,36 11,74 4,14 6,15 12,79
7,81 14,08 20,75 10,02 14,74 21,50
96,43 56,66 65,17 76,04 63,89 66,68
TG 10,25 10,78 16,09 13,71 9,67 12,70
10,63 19,03 24,69 18,13 15,14 19,05

* Média; ** Desvio Padrao. ***Coeficiente de variagdo = desvio padrao/média X 100, **** ND = n&o
determinado. SR - microparticulas coacervadas contendo oleoresina de paprica sem reticulacao;
TG - microparticulas coacervadas reticuladas com transglutaminase (10U/g.ptn); GO1 -
microparticulas coacervadas reticuladas com glutaraldeido (0,1mM/g.ptn); G1 - microparticulas
coacervadas reticuladas com glutaraldeido (1,0mM/g.ptn).

As microparticulas umidas foram avaliadas apds a producio, suspensas em
agua. Os tratamentos reticulados com glutaraldeido na menor concentragao
(0,1mM/g.ptn) e transglutaminase produziram microparticulas com diadmetros
médios maiores que 0s observados para particulas umidas nao reticuladas. O
aumento na concentracdo de glutaraldeido entretanto produziu microparticulas
menores que o padrdo nao reticulado. Diversos fatores podem estar envolvidos
com esse comportamento e, entre eles, deve-se considerar que a molécula de
glutaraldeido, apos a formagao das ligagdes cruzadas, permanece associada aos
grupos amino das lisinas envolvidas [Gerrard, 2002] enquanto a enzima
transglutaminase atuando sobre acido glutdmico e a amina da lisina efetua as
ligagdes cruzadas saindo do sistema apos a reagdo. Estes  dois  mecanismos

poderiam gerar diferentes espagamentos moleculares entre as cadeias
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poliméricas da matriz da microparticula influenciando consequentemente no
tamanho da mesma, bem como em diferentes porosidades e diferentes
velocidades de difusdo do material de recheio. Mwangi & Ofner [2004] estudaram
o efeito do aumento do percentual de reticulagdo com glutaraldeido em
caracteristicas diversas de géis de gelatina e observaram que o aumento do
numero de pontos de ligagédo entre as cadeias poliméricas diminuiu o diametro da

malha da matriz formada de 325 para 90 angstroms.

Vandelli et al. [2001] produziram microesferas de gelatina e reticularam as
mesmas com gliceraldeido, observando uma pequena redugdo no tamanho das

microesferas com o aumento da intensidade das condigdes de reticulagao.

Strauss & Gibson [2004] apresentam microscopias que revelam uma
pequena diminuicdo no tamanho de microparticulas coacervadas de gelatina e
pectina reticuladas com suco de uva (polifenol) e em relagdo as mesmas sem

reticulagéo.

Microparticulas liofilizadas avaliadas opticamente apresentaram a mesma
relagdo de tamanho observada para as particulas umidas. Assim os coacervados
reticulados com glutaraldeido na menor concentracdo (0,1mM) e com
transglutaminase apresentaram diametros médios maiores que as particulas ndo
reticuladas. O aumento da concentragdo de agente quimico produziu particulas

ligeiramente menores que as nao reticuladas.

Os diametros médios determinados para particulas reticuladas e secas por
spray dryer novamente indicaram maior didmetro para as produzidas com a

enzima e suave decréscimo com o aumento da concentragcao do agente quimico.

Considerando que os estudos de liberagdo da oleoresina foram feitos em
etanol anidro e que esse solvente é um agente desidratante, a medida do didmetro
médio de todos os sistemas foi também efetuada apds as particulas terem sido
transferidas ao etanol e mantidas no mesmo por 5 minutos antes da captagao das

imagens no microscopio (Tabela 34). Como esperado, todas as particulas umidas,
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independentes dos tratamentos de reticulagédo utilizados, apresentaram reducao
de tamanho, com menor variagao observada para a condi¢ao de reticulagdo com
glutaraldeido na maior concentragdo (1,0mM/g ptn). Comparando os efeitos da
desidratacado para as particulas liofilizadas (medidas em glicerina) e as particulas
umidas desidratadas pelo etanol, observa-se a mesma ordem, com valores
absolutos préximos nos dois casos. O mesmo comportamento foi observado para
as particulas secas em spray dryer observadas em glicerina, comparadas as

particulas umidas desidratadas pelo etanol.

A desidratacdo das microparticulas ocasionou diferentes variagdes
percentuais de didmetro em relacdo as particulas umidas. As particulas
reticuladas com transglutaminase desidratadas em liofilizador apresentam uma
redugdo acentuada de tamanho (41,2%) em relagédo a sua respectiva amostra,
umida sendo a maior variacdo dentre as amostras liofilizadas. A menor variacao
foi observada para as microparticulas reticuladas com glutaraldeido na maior
concentragéo (1,0mM/g ptn), apresentando uma reducao de tamanho de 12,8%
em relacdo ao mesmo material umido. As microparticulas sem reticulacédo e
reticuladas com glutaraldeido na concentracdo de 0,1mM/g.ptn tiveram diminuigéo

de tamanho proximas e intermediarias aos outros tratamentos.

Redugao do tamanho médio também foi observada para as particulas secas
por spray dryer, sendo a maior reducdo observada para transglutaminase
(30,80%), seguida pelo glutaraldeido, na menor concentragdo de 0,1mM/g ptn
(23,12%).

As microparticulas coacervadas secas por liofilizagdo ou por spray dryer
foram re-hidratadas em agua (10 minutos entre adicdo da agua e captagao das

imagens) e o didmetro médio desse material € apresentado na Tabela 35.
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Tabela 35: Diametro médio (um) de microparticulas coacervadas secas por
liofilizagao ou por spray dryer re-hidratadas em agua (10 minutos).

Captagao em agua

SR GO0,1 G1 TG
65,12* 101,77 62,54 106,86
Liofilizado 2,37** 7,71 7,54 26,14
3,64*** 7,58 12,06 24,46
100,31 97,97 90,42
Spray Dryer ND**** 23,46 17,87 15,23
23,38 18,24 16,84

* Média; ** Desvio Padrao. ***Coeficiente de variagado = desvio padrao/média X 100, **** ND = nao
determinado. SR - microparticulas coacervadas contendo oleoresina de paprica sem reticulacao;
TG - microparticulas coacervadas reticuladas com ftransglutaminase (10U/g.ptn); GO1 -
microparticulas coacervadas reticuladas com glutaraldeido (0,1mM/g.ptn); G1 - microparticulas
coacervadas reticuladas com glutaraldeido (1,0mM/g.ptn).

Para os dois processos de secagem e todos os tratamentos de reticulagcao
foi observada a absorgcédo de quantidade significativa de agua, com os diametros
médios, atingindo valores proximos aos tamanhos originais das microparticulas

umidas antes da secagem e em alguns casos, até superando esses valores.

Os diametros das amostras liofilizadas, apdés a re-hidratacdo, foram
comparados com os diametros de suas respectivas amostras observadas em
glicerina. Para a reticulagcdo com glutaraldeido observou-se uma porcentagem de
inchamento (calculada da seguinte maneira: (didmetro médio da particula re-
hidratada — didmetro médio da particula seca)/didametro médio da particula seca X
100) maior para a concentracao de 0,1mM/g ptn do que para a concentragao de
1,0mM/g ptn (69,1 e 64,3% respectivamente). A literatura apresenta diversos
trabalhos com estudos nos quais o nivel de absor¢do de agua de matrizes
poliméricas tende a ser inversamente proporcional ao grau de reticulacédo [Ofner
& Bubnis, 1996; Brazel & Peppas, 1999; Vandelli et al., 2001; Mwangi & Ofner,
2004; Strauss & Gibson, 2004]. Para essas mesmas amostras submetidas a
secagem por spray dryer, observou-se quase a mesma porcentagem de
inchamento (0,1mM/g ptn com 71,9% e 1,0mM/g ptn com 73,1%) sendo esses

valores maiores que os apresentados para a liofilizagao.
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Para a amostra liofilizada reticulada com transglutaminase o diametro
médio apds a re-hidratagéo foi 88,6% maior que o original e no caso das particulas

desidratadas por spray dryer esse valor caiu para 38,7%.

Como ja discutido na sessao 3.3.1.4, o didmetro médio apresentado por
todas as amostras umidas e re-hidratadas estdo de acordo com a faixa de
tamanho desse tipo de microparticulas encontrada em literatura (10 a 800 um)
[Lamprecht, Shafer & Lehr, 2001; Menger et al., 2000; Bachtsi & Kiparissides,
1996; Nakagawa et al., 2004]. As amostras desidratadas por liofilizagao ou spray
dryer também se encontram nessa faixa e se aproximam a valores citados para
outras microparticulas desidratadas [Vandelli et al., 2001; Lamprecht, 2001;

Iwanaga et al., 2003].

Algumas amostras de microparticulas coacervadas desidratadas
apresentaram didametros médios abaixo do limite inferior da faixa citada como
adequada para alimentacéo de larvas de peixe (50 a 600 um). No entanto essas
particulas apdés a re-hidratagdo tiveram um aumento significativo de didametro
voltando a estarem adequadas, quanto ao tamanho, para o uso como substitutos
de alimentos vivos. [Yufera et al., 1999; Cahu & Zambonino Infante, 2001;
Genodepa et al., 2004; Carvalho et al., 2004; Kvale et al., 2005].

5.3.5.2.2. Diametro médio e distribuicdo de tamanho para microparticulas
coacervadas contendo compostos hidrofilicos (glicose e isolado protéico de

soro de leite).

As microparticulas lipidicas foram dispersas em glicerina para a captagdo das
imagens para determinagdo do tamanho de particula, permanecendo separadas e
sem alteragdo de estrutura. Os didmetros médios dos coacervados foram
determinados com a dispersédo das particulas em agua. A Tabela 36 mostra os

diametros médios e distribuicdo de tamanho de particulas das microparticulas
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lipidicas contendo compostos hidrofilicos (glicose e proteina) e de microparticulas

coacervadas contendo essas microparticulas lipidicas.

Tabela 36: Didametros médios (um) e distribuicdo de tamanho de particulas das
microparticulas lipidicas contendo compostos hidrofilicos (glicose e proteina) e de
microparticulas coacervadas contendo essas microparticulas lipidicas.
Diametro médio
(um)

Distribuicdo de tamanho

WFL_ &L

Microparticula 21,61* + 19,30**

BiddRA&SR

He ool

Lipidica (89,31)"*
GLICOSE
107,76 + 42,91
Coacervado (39,82)
Microparticula 28,21+ 19,14  +*
Lipidica (67,85) i
PROTEINA
115,13+4237 =
Coacervado (36.80) -

&
O ¥ &b 51 2D 0 130 44D 1RO dfd 0D S50 240

Uppnr Brandadnr s o Srandand

* Média; ** Desvio Padrao. ***Coeficiente de variagdo = desvio padrdo/média X 100

* Média; ** Desvio Padrao. ***Coeficiente de variagdo = desvio padrdo/média X 100
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O diametro médio dos dois tipos de microparticulas lipidicas foi
caracteristico de particulas produzidas por atomizagdo na secagem em spray
dryer que fica em uma faixa de 5 a 100 um. Na secagem convencional em spray
dryer, o didametro do bico atomizador tem influéncia no tamanho da gota formada
na secagem e, consequentemente, no tamanho da particula solida. Era esperado

gue 0 mesmo ocorresse com as gotas de mistura lipidica.

Diametros médios de microparticulas lipidicas obtidas por atomizagado sao
citados em literatura na faixa de 2 a 40 um [Magee & Olson, 1989; Onal &
Langdon, 2004a; Barbosa et al., 2004]. Os desvios padrao altos indicam pouca
homogeneidade nos tamanhos, mas atendem a uma distribuicdo normal, como

mostram os graficos nas Figuras A e C da Tabela 36.

Os coacervados contendo microparticulas lipidicas de glicose apresentaram
diametro médio 5 vezes maior que de suas particulas lipidicas, enquanto que para
os coacervados contendo microparticulas lipidicas de proteina, mostraram-se na
média, 4 vezes maiores que suas microparticulas lipidicas. O alto desvio padréao
nos dois casos mostra uma ampla distribuicdo de tamanho, observada também na
microscopia Otica, com coacervados praticamente vazios e outros envolvendo
grandes aglomerados de microparticulas lipidicas. Os histogramas dos dois
coacervados apresentaram uma distribuicdo normal (Tabela 36 - Figuras B e D).
Onal & Langdon [2005] obtiveram microparticulas poliméricas contendo
microparticulas lipidicas na faixa de 20 a 500um de didmetro associando a

variagao as condi¢cdes de atomizacao que influenciam o tamanho das particulas.

5.3.5.3. Morfologia e microestrutura

5.3.5.3.1. Produgéo de microparticulas coacervadas - Testes preliminares

A microscopia confocal de varredura a laser € originalmente muito utilizada

pelas ciéncias biolégicas para o estudo de estruturas como células e tecidos, e
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vem ganhando espacgo nas areas de coloides e ciéncia de alimentos [Kerstens, et
al., 2005] A vantagem deste tipo de microscopia € o fato de ser uma técnica nao
invasiva que permite a observagao interna de diversos tipos de estruturas sem que
essas tenham que ser fragmentadas ou desidratadas [Bertan, 2003; Lamprecht
et al., 2000 e 2001; Al-Maaieh & Flanagan, 2001]. A técnica é relativamente
simples baseada na excitacdo de substancias com propriedades fluorescentes,
pela incidéncia de um feixe de /aser (ajustado no comprimento de ondas
apropriado para cada substancia) e captagao da energia emitida pelas substancias
apos a excitagao, formando uma imagem. O composto analisado pode ter uma
fluorescéncia natural ou pode ser associado a um componente fluorescente

seguido de observagcao em microscopio apropriado [Bertan, 2003].

A microscopia de varredura laser confocal vem sendo aplicada
recentemente em diversos estudos de microencapsulacdo na tentativa de
melhorar a observagao da distribuicdo dos componentes de parede e recheio.
[Lamprecht et al., 2000 e 2001; Zimmermann et al.,, 2003; Al-Maaieh &
Flanagan, 2001; Bouillot et al., 1999; Rahman & Mathiovitz, 2004; Lulevich et
al., 2003].

As microparticulas coacervadas, usando gordura vegetal hidrogenada
misturada a solugdo de caseina como recheio, foram produzidas paralelamente
aos testes preliminares com oleoresina, sendo obtidas com sucesso e
apresentando caracteristicas similares as obtidas com o recheio de
oleoresina/éleo de soja (sessdo 5.3.1.). As condicbes de producdo seguiram o
fluxograma da Figura 26 com temperatura de 50°C para manutengdo da gordura
na forma liquida, favorecendo a formacdo da emulsdo e, posteriormente, das
microparticulas coacervadas. A complexagdo dos componentes envolvidos na
producao das microparticulas coacervadas (gelatina, goma arabica e caseina,
corados com FITC, e gordura vegetal hidrogenada corada com Nile Red) também
nao influenciou na formacdo das mesmas, sendo caracteristico o aspecto

observado primeiramente por microscopia otica.
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As Figuras apresentadas a seguir mostram os diversos tratamentos corados
com os corantes Nile Red e FITC e captagdo das imagens por microscopia laser

confocal.

Nas imagens da Figura 37 observa-se uma distribuigdo do corante FITC por
toda a estrutura, indicando uma conformagao matricial, diferente do observado por
Lamprecht et al. [2000] com um halo contornando o recheio. Esse aspecto
saturado do material pode ser decorréncia de uma “contaminagao” dos outros

polimeros (inicialmente ndo corados) pelo residuo de FITC livre que pode ter se

ligado a eles durante o processamento das microparticulas coacervadas.

Figura 37: Imagens obtidas por microscopia Confocal: Sistema 1: A — observacgao
por transmitancia, B- Goma arabica-FITC. Sistema 2: C — observagao por
transmitancia, D - Gelatina- FITC (fluorescéncia observada-cor verde). Barras = 50
um. Observagéo e captacado das imagens em aproximadamente metade da altura
da microparticula.
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A Figura 38 apresenta as microparticulas coacervadas produzidas com
gelatina corada com FITC e gordura vegetal hidrogenada corada com Nile Red
mostrando nitidamente a distribuicdo da gordura na estrutura (Figura 38 - C) e
confirmando o arranjo multinucleado e estrutura matricial (Figura 38 B e D) ja
observado na microscopia o6tica (Figuras nas Tabelas 25, 26 e 27). Mukai-Corréa
et al. [2005] utilizou a microscopia confocal para visualizacdo dos componentes
de microparticulas obtidas por geleificagdo ibnica (polimero de parede corado com
FITC e gordura vegetal hidrogenada corada com Nile Red) obtendo resultados

similares aos observados para as microparticulas coacervadas.

Figura 38: Imagens obtidas por microscopia Confocal: Gelatina-FITC + goma
arabica sem coloracgao (fluorescéncia observada na cor verde) e Gordura vegetal
hidrogenada-Nile Red + caseina sem coloracao (fluorescéncia observada na cor
vermelha): A - Observacado por transmitancia; B - Gelatina-FITC; C - Gordura
Hidrogenada-Nile Red; D - Sobreposi¢cao de B e C. Barras = 50 um. Observacgéao
e captagéo das imagens em aproximadamente metade da altura da microparticula.
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Lamprecht et al. [2000] obtiveram por microscopia confocal a distribuicdo
dos polimeros de parede e do recheio para microcapsulas mononucleadas obticas

por coacervagao complexa.

Rahman & Mathiovitz [2004] observaram localizagcbes variadas de soro
albumina bovina corada com FITC (BSA-FITC) usada como recheio em
microparticulas com paredes compostas por poliésteres com essa localizagao

variando de acordo com as condi¢des de obtencido das microparticulas.

A Figura 39 corrobora a estrutura matricial observada pela microscopia
otica e confocal apresentando uma microscopia eletrOnica de varredura da
estrutura interna de uma microparticula coacervada reticulada com glutaraldeido

na concentracado de 1,0mM/g.ptn, seca no spray dryer.

A imagem da Figura 39 permite identificar o local das gotas de recheio
(setas pretas). A microscopia 6tica e a microscopia confocal confirmaram as
microparticulas coacervadas como multinucleadas. A microscopia eletrénica de
varredura do interior da particula seca permitiu adicionalmente, a visualizagao

clara da conformagéo da matriz.

1800X 10kv

Figura 39: Imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura da estrutura
interna de microparticulas coacervadas reticuladas com glutaraldeido na
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concentragéo de 1,0mM/g.ptn, seca no spray dryer. Barra = 10um. Setas pretas —
localizagao do recheio.

A Figura 40 apresenta uma microscopia confocal de microparticulas
coacervadas nas quais apenas o recheio foi corado, ou seja, a gordura vegetal
hidrogenada foi marcada com Nile Red e a caseina (misturada a gordura na forma

de uma solugao 11%) foi corada com FITC.

Figura 40: Imagens obtidas por microscopia Confocal: Sistema Gelatina + goma
arabica sem coloragao e Gordura Hidrogenada-Nile Red (fluorescéncia observada
na cor vermelha) + caseina-FITC (fluorescéncia observada na cor verde): A -
Observacao por transmitancia; B - Caseina-FITC; C - Gordura Hidrogenada-Nile
Red; D - Sobreposi¢ao de B e C. Barras = 50 um. Observacao e captacédo das
imagens em aproximadamente metade da altura da microparticula.

A distribuigdo da gordura vegetal hidrogenada pode ser observada
claramente na Figura 40 (C) Figura 38 (C). A distribuicao da caseina acompanha a

conformacao apresentada pela gordura (Figura 40 — B e D), decorréncia natural da
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emulsificacdo dos dois compostos para formagao do recheio. A matriz apresenta
uma ténue coloracéo verde devido a migragdo do FITC livre que complexou com
os polimeros de parede, e também por uma difusdo de caseina corada pela matriz

polimeérica.

5.3.5.3.2 Obtencdo de microparticulas coacervadas contendo compostos
hidrofobicos (recheio: oleoresina de paprica e Oleo de soja) — Particulas
umidas sem reticulagdo, reticuladas com glutaraldeido e com
transglutaminase.

A produgao de microparticulas com 100% de recheio em relagao ao total de
polimeros de parede (em base seca) utilizados nos estudos dos perfis de liberagéo
de compostos hidrofébicos foi realizada com sucesso, gerando capsulas esféricas
com contorno definidos. A Figura 41 apresenta imagens de microparticulas
coacervadas contendo 6leo de soja e oleoresina de paprica (1:1) sem reticulagao,
reticuladas com transglutaminase (10U/g ptn) ou com glutaraldeido (0,1mM/g ptn e
1,0mM/g ptn).
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Figura 41: Imagens obtidas por microscopia 6tica de microparticulas coacervadas
contendo dleoresina de paprica e 6leo de soja (1:1). A — Sem reticulagéo; B —
Reticulagdo com transglutaminase (10U/g.ptn); C — Reticulagdo com glutaraldeido
(0,1'mM/g.ptn); D — Reticulagdo com glutaraldeido (1,0mM/g.ptn). Barras = 40um.
Captagao em agua. Setas pretas — 6leo ndo encapsulado.

Os testes preliminares (sessdo 5.3.1.) indicaram a presencga de 6leo néo
encapsulado, que também pode ser observado na Figura 41 (setas pretas) para
todos os tratamentos. Esse 6leo ndo encapsulado pode influenciar nos perfis de

liberacdo desse composto.

A reticulacdo com glutaraldeido nao alterou significativamente a aparéncia
das microparticulas em nenhuma concentracdo (Figura 41 — C e D) quando
comparadas a amostra nao reticulada (Figura 41 — A). As microparticulas
reticuladas com transglutaminase, ao contrario, apresentaram aparéncia

nitidamente diferente das demais.
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5.3.5.3.3 Secagem e re-hidratagdo de microparticulas coacervadas contendo

oleoresina de paprica e 0leo de soja

Os aspectos dos materiais desidratados produzidos a partir das
microparticulas umidas sem reticulagao, reticuladas com glutaraldeido (1,0mM,
0,25mM, 0,1mM/g.ptn) ou transglutaminase (10U/g.ptn) e secos por diversos

processos sao mostrados nas figuras a seguir.

5.3.5.3.3.1. Secagem em estufa

A secagem em estufa foi testada com amostras sem reticulagdo e com
amostras reticuladas com glutaraldeido nas concentragdes de 0,25mM/g.ptn e

1,0mM/g.ptn com tempos de reagao de trés horas ou por 18 horas.

A Figura 42 apresenta a morfologia de microparticulas coacervadas
contendo oleoresina/dleo sem reticulacdo, secas em estufa, onde se observa a
total perda da estrutura original das particulas umidas (particulas individualizadas).
Em aumento de 1000 vezes (Figura 42 — C) é possivel observar que, apesar da
perda de estrutura individualizada, o material seco ainda apresenta a estrutura
matricial semelhante a da Figura 39, podendo se identificar na lateral do fragmento

a presenca de varios sulcos, provaveis localizagdes das goticulas de oleoresina.

A microscopia 6tica do material seco adicionado de agua para re-hidratagao
(Figura 42 — D) mostrou um sistema altamente coeso onde se pode observar o

contorno das microparticulas e a intensa ligagao entre elas.
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Figura 42: Imagens obtidas por microparticulas coacervadas sem reticulagéo
secas em estufa. Microscopia eletrénica de varredura: Barras: A = 100 muy; Be C
=10 mu. D - Microscopia 6tica: amostra em agua. Barra = 40 um.

A reticulagcdo com glutaraldeido promoveu alteragbes na morfologia dos
materiais obtidos pela secagem das microparticulas em estufa. Apesar de todas
as amostras apresentarem-se aglomeradas, o aumento do grau de reticulagao
(aumento da concentragao X aumento do tempo de reagdo) permitiu a definigao
gradativa das estruturas esféricas das microparticulas nos fragmentos de

aglomerados.

Nas condigdes mais brandas de reticulagdo (Figura 43), as amostras
tratadas com 0,25mM de glutaraldeido por trés horas ou por 18 horas,
apresentaram formas arredondadas nas superficies dos fragmentos de material
seco, indicando integridade parcial das microparticulas. Nos aumentos maiores
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(Figura 43 C e D), sdo observados novamente a estrutura matricial e os sulcos nas

partes internas das estruturas.

500x 10kv

Figura 43: Imagens obtidas por microscopia eletrbnica de varredura de
microparticulas coacervadas reticuladas com glutaraldeido (0,25mM por g de
proteina) por trés horas (A e C) ou por 18 horas (B e D), secas em estufa. Barras:
AeB=100um,CeD =10 um.

A Figura 44 apresenta aspectos da re-hidratacdo (A e B) e da captacao de
imagens em (glicerina das amostras secas em estufa das microparticulas
coacervadas reticuladas com glutaraldeido (0,25mM/g.ptn) por trés horas ou por
18 horas, observando-se novamente a perda da estrutura individual das
microparticulas. Para a reticulacdo por 18 horas (Figura 44 — B), pode-se ver o

contorno das particulas no filme formado.

158



Capitulo 5.  Coacervag¢ao Complexa Resultados e Discussdo

N
c ,.L
&
¢
&

—

Figura 44: Imagens obtidas por microscopia 6tica de microparticulas coacervadas
reticuladas com glutaraldeido (0,25mM/g.ptn) por trés horas (A — captagdo em
agua, C — captagado em glicerina) ou por 18 horas (B — captagdo em agua, D —
captacédo em glicerina), secas em estufa. Barras = 40 um.

As amostras com maior grau de reticulagao (glutaraldeido 1,0mM/g.ptn com
tempos de reacdo de trés horas e por 18 horas), secas em estufa, tém sua
morfologia apresentadas na Figura 45, onde é possivel observar a nitida
manutencao das formas esféricas das microparticulas para as duas condi¢des de
reticulacdo. As microparticulas apresentam-se aglomeradas para as duas
amostras, o que nao permitiu a separacdo das mesmas. No tratamento de
reticulacdo pelo periodo de 718 horas (Figura 45 — B), as microparticulas podem

ser identificadas quase totalmente separadas.
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500x 10kv

Figura 45: Imagens obtidas por microscopia eletrbnica de varredura de
microparticulas coacervadas reticuladas com glutaraldeido (1,0mM/g.ptn) por 3
horas (A e C) ou 718 horas (B e D), secas em estufa. Barras: Ae B=100 um, C e
D=10 um.

Detalhes da parte interna das microparticulas coacervadas reticuladas com
glutaraldeido pelo periodo de 18 horas, secas em estufa, sdo apresentados na
Figura 45 — D, onde podem ser observadas as estruturas matriciais e os mesmos

tipos de sulcos vistos nas demais amostras (Figuras 42 e 43).

A re-hidratagdo das amostras secas (Figura 46 — A e B) e a observagéo em
glicerina (Figura 46 — C e D) apresentam a manutencdo da forma fisica das
particulas, sendo que as microparticulas da amostra com maior tempo de
reticulagéo (Figura 46 — B e D) parecem menos ligadas que a reticulada com trés

horas.
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Figura 46: Imagens obtidas por microscopia 6tica de microparticulas coacervadas
reticuladas com glutaraldeido (1,0mM/g.ptn) por trés horas (A — captagdo em
agua, C — captagado em glicerina) ou por 18 horas (B — captagdo em agua, D —
captacédo em glicerina), secas em estufa. Barras = 40 um.

Em geral, o aumento na intensidade da reticulagdo com glutaraldeido
diminui as propriedades de elongacgao de filmes de gelatina [Carvalho, 2002]. Nas
microparticulas secas em estufa isso péde ser observado pela diminuicdo
gradativa da deformagcao das mesmas durante a secagem, com aumento da
manutencédo da esfericidade. A agregagado excessiva, apresentada por todas as
amostras, inviabiliza a utilizagdo desse método na obtengdo de produtos
desidratados constituidos por microparticulas individualizadas. A obtengdo de
microparticulas coacervadas desidratadas e individuais é citada por Thies [1995]

e Burgess & Ponsart [1998] como uma das limitagbes desse método de
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encapsulacdo, pois a agregacao altera caracteristicas funcionais das capsulas,

como o perfil de liberagao do recheio.

5.3.5.3.3.2. Secagem por liofilizagéo

No preparo das amostras de microparticulas coacervadas, com ou sem
reticulacdo, para secagem por liofilizagdo, foram testadas duas formas de
congelamento. O congelamento lento foi feito em freezer (-18° C) e o
congelamento rapido foi feito pela adigdo de nitrogénio liquido diretamente sobre a
amostra acondicionada em placas de metal (didmetro de 10 cm

aproximadamente).

O congelamento lento resultou na produgcdo de amostras desidratadas
compostas de microparticulas com paredes continuas, enquanto que o
congelamento rapido, ocasionou na produgéo de microparticulas com paredes de
aspecto irregular (morfologia apresentada no anexo 4). Dessa forma o
congelamento lento foi escolhido para produgao das microparticulas coacervadas
sem reticulagdo, reticuladas com glutaraldeido (1,0mM e 0,1mM/g.ptn) ou
transglutaminase (10U/g.ptn pelos tempo de reagdo de 18 horas) usadas na

determinagao do perfil de liberagcédo de oleoresina de paprica.

A Figura 47 apresenta a microscopia eletrbnica de varredura de
microparticulas coacervadas sem reticulacdo, secas por liofilizagcdo. As particulas
assemelham-se a uma forma esférica, apresentando muitas arestas nas

superficies (Figura 47 — B, setas pretas).
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Figura 47: Imagens obtidas por microscopia eletrbnica de varredura de
microparticulas coacervadas sem reticulagao secas por liofilizagdo (congelamento
lento = -18° C). Barras: A = 100 um e B = 10 um. Setas pretas em B — pontas nas
particulas.

A Figura 48 apresenta a morfologia das microcapsulas sem reticulagao, re-
hidratadas (B) e com captacado em glicerina (A). Como observado na Figura 47, o
aspecto das microparticulas coacervadas liofilizadas é esférico, com uma espécie
de “cauda” aparecendo em diversas unidades (Figura 48 — A, setas pretas). A re-
hidratagdo ocorreu com sucesso (Figura 48 — B), restituindo a forma esférica das
microparticulas e mantendo um aspecto muito semelhante a amostra umida
original (Figura 41 — A). Foi possivel observar a presenca de gotas de recheio para
fora das particulas apds a re-hidratagdo (Figura 48 — B setas pretas), o que pode

ter contribuido para o efeito burst apresentado na liberagao da oleoresina.
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Figura 48: Imagens obtidas por microscopia 6tica de microparticulas coacervadas
sem reticulagdo secas por liofilizagdo. A — microparticulas liofilizadas (captagao
em glicerina, setas pretas = pontas nas particulas); B — microparticulas re-
hidratada (captagdo em agua, setas pretas — recheio ndo encapsulado). Barras =
40 pm.

A Figura 49 apresenta as microscopias eletronicas de varredura das
amostras reticuladas com glutaraldeido (0,1mM/g pthn—Ae B e 1,0mM/gptn—-C e
D, 18 horas) ou transglutaminase (10U/g ptn — E e F, 18 horas). As reticulagdes
das microparticulas, com qualquer dos reticulantes, seguidas de liofilizagdo, ndo
alterou significativamente suas estruturas, que apresentaram aparéncia similar a
amostra sem reticulagdo, com forma préxima a esférica e observando-se
deformagdes ao longo da parede e a presenga de pontas em algumas particulas.
Mudangas significativas de morfologia foram observadas por Polk et al. [1994]
para microparticulas de quitosana-alginato, que ao serem desidratadas por

solvente, perderam parte da esfericidade, apresentando pontas.
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Figura 49: Imagens obtidas por microscopia eletrbnica de varredura de
microparticulas coacervadas secas por liofilizador: reticuladas com glutaraldeido
(A e B-0,1mM/g.ptn; C e D —1,0mM/g.ptn) e com transglutaminase (E e F —
10U/g.ptn). Periodo de reacéo de 18 horas. Barras: A, Ce E=100um; B,De F =
10 pm.

A Figura 50 apresenta as microscopias oticas das amostras reticuladas com
glutaraldeido (0,1mM/g.ptn — A e B e 1,0mM/g.ptn — C e D, 18 horas) ou
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transglutaminase (10U/g.ptn — E e F, 18 horas) liofilizadas e re-hidratadas (10

minutos).

401m
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Figura 50: Imagens obtidas por microscopia 6tica de microparticulas coacervadas
secas por liofilizagéo e re-hidratadas, reticuladas com glutaraldeido (0,1mM/g.ptn:
A — captacao em glicerina e B — captagdo em agua; 1,0mM/g.ptn: C — captagao
em glicerina e D — captagdo em agua) e com transglutaminase (10U/g.ptn: E —
captagao em glicerina e F — captagédo em agua). Periodo de reagao de 18 horas.

Barras = 40 um.
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Aparentemente o processo de secagem por liofilizagdo causou pouco dano
a estrutura da matriz das microparticulas reticuladas, pois na re-hidratagao (Figura
50 — B, D e F) todas as amostras readquiriram a forma esférica do material original
(Figura 41 — B, C e D). A variagao de tamanho entre as microparticulas das
amostras secas e das re-hidratadas pode ser observada por microscopia otica
(Figura 50). A presenca de recheio para fora das particulas em todos os materiais
pode ter contribuido para incrementar o efeito burst, observado na liberagdo da

oleoresina e discutido na proxima sesséo.

Mukai-Corréa et al. [2005] desidrataram, por liofilizagdo, microparticulas
produzidas por gelificacdo ibnica, obtendo amostras similares as apresentadas
nesse trabalho. Os autores também relatam a boa re-hidratacdo das particulas,

com recuperagao parcial da forma original.

5.3.5.3.3.3. Secagem em Spray dryer.

A morfologia das microparticulas coacervadas sem reticulagao, reticuladas
com glutaraldeido nas concentragdes de 0,1mM/g.ptn, 0,25mM/g.ptn e
1,0Mm/g.ptn ou com transglutaminase na concentragdo de 10U/g.ptn desidratadas
por spray dryer e re-hidratadas em agua sao apresentadas a seguir. Os tempos de
reacao testados para as condicbes de reticulagdo com glutaraldeido nas
concentragbes de 0,25mM/g.ptn e 1,0mM/g.ptn foram de trés horas e de 18
horas. Para reticulagdo com glutaraldeido na concentracdo de 0,1mM/g.ptn e

transglutaminase o tempo de reticulagao foi de 18 horas.

A Figura 51 apresenta a microscopia eletrbnica de varredura das
microparticulas coacervadas sem reticulagdo desidratadas em spray dryer. Na
sequéncia, a Figura 52 apresenta o aspecto da mesma amostra observada por
microscopia 6tica com captacao em agua (Figura 52 — A) e em glicerina (Figura 52
- B).
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250x 10ky

Figura 51: Imagens obtidas por microscopia eletrbnica de varredura de
microparticulas coacervadas sem reticulacdo secas em spray dryer: A — aumento
de 70 vezes; B — aumento de 250 vezes. Barras = 100 um.

Figura 52: Imagens obtidas por microscopia 6tica de microparticulas coacervadas
sem reticulagdo secas em spray dryer (A — captacdo em agua, B — captagdo em
glicerina). Barras = 40 um.

As microscopias eletrbnicas de varredura e as microscopias oticas das
Figuras 51 e 52 mostram o efeito da secagem em spray dryer em microparticulas
coacervadas sem reticulagdo. O processamento desfez a estrutura das particulas
que apresentam inicialmente o aspecto mostrado na Figura 41 — A. Burgess &
Ponsart [1998] citam a exposicdo a alta temperatura e estresse mecanico,
produzido pela atomizagdo sob pressdo (duplofluido), como responsaveis pela

destruicdo da estrutura de particulas coacervadas umidas secas por spray dryer.
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A reacdo de reticulagcdo permitiu a manutencdo da integridade das
microparticulas, embora sendo observado que o nivel de integridade apresentou

relagao direta com o grau de reticulagdo das amostras.

600x 10ky

Figura 53: Imagens obtidas por microscopia eletrbnica de varredura de
microparticulas coacervadas reticuladas com glutaraldeido com tempo de reacao
de trés horas secas em spray dryer. A e B = 0,25mM/g.ptn; C e D: 1,0mM/g.ptn.
Barras: Ae C =100 um, B e D = 10 um. Setas brancas — particulas coacervadas
desidratadas integras. Setas pretas — particulas destruidas.

Para o tempo de reagdao com glutaraldeido de trés horas (Figura 53),
observou-se que o aumento da concentragao desse reticulante de 0,25mM/g.ptn
para 1,0mM/g.ptn, resultou em uma melhora significativa da integridade das
microparticulas. A Figura 53 (A) apresenta tipos de estruturas variadas, podendo
se observar algumas microparticulas integras (setas brancas) e uma grande

quantidade de particulas menores (setas pretas) correspondendo a pedacos de
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particulas rompidas que, apdés a secagem, formaram pequenas particulas. Por
outro lado, a Figura 53 (C) apresenta um grande numero de microparticulas

integras e com alta esfericidade.

A microscopia otica das microparticulas reticuladas com glutaraldeido com
tempo de reacéo de trés horas nas concentragdes de 0,25mM/g.ptn e 1,0mM/g.ptn
desidratadas em spray dryer com observagdo em glicerina e re-hidratadas em

agua é apresentada na Figura 54.

A captagao das amostras em glicerina permite observar novamente o grau
de integridade das microparticulas com a amostra reticulada com 0,25mM/g.ptn
(Figura 54 A), apresentando algumas particulas integras e diversos pedacgos de
parede desidratados. A amostra reticulada com 1,0mM/g.ptn (Figura 54 C)
apresenta diversas particulas integras, como ja constatado nas microscopias

eletrébnicas de varredura.

A re-hidratagcdo das microparticulas ocorreu com pouca alteracdo do
aspecto das mesmas, comparado as obtidas com os materiais umidos originais.
As microparticulas desidratadas que permaneceram integras readquiriam a forma
esférica com a absorgao de agua. O material remanescente da destruigéo de parte
das microparticulas durante a secagem por spray dryer foi observado como
aglomerados amorfos (Figura 54 — B) aparecendo em maior quantidade na
amostra menos integra, reticulada com 0,25mM/g.ptn, do que na amostra que

manteve maior integridade, reticulada com 1,0mM/g.ptn de glutaraldeido.
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B

Figura 54: Imagens obtidas por microscopia 6tica de microparticulas coacervadas
reticuladas com glutaraldeido com tempo de reagao de trés horas secas em spray
dryer. A (captagdo em glicerina) e B (captagdo em agua) = 0,25mM/g.ptn; C
(captagao em glicerina) e D (captagao em agua): 1,0mM/g.ptn. Barras: = 40 mp.

As microscopias eletrénicas de varredura das microparticulas coacervadas
reticuladas com glutaraldeido para um periodo de reacédo de 18 horas s&o
apresentadas na Figura 55. As concentragbes utilizadas foram de 0,1mM/g ptn,
0,25mM/g.ptn e 1,0mM/g.ptn.
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100 LM 500X 10kv

600x 10ky

100X 10ky 100 LM 500X 10kv

Figura 55: Imagens obtidas por microscopia eletrobnica de varredura de
microparticulas coacervadas reticuladas com glutaraldeido com tempo de reacgao
de 18 horas secas em spray dryer. A e B = 0,1mM/g.ptn; C e D: 0,25mM/g.ptn; E
e F =1,0mM/g.ptn. Barras: A, Ce E=100 um,B,De F =10 um.

A reticulagdo com glutaraldeido pelo tempo de reacdo de 18 horas
apresentou eficiéncia na manutencdo da estrutura das particulas durante a
secagem em spray dryer proporcional a concentragao utilizada desse reticulante,

em todos os tratamentos.
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Com a menor concentragao (0,1mM/g.ptn) poucas particulas se mantiveram
integras, observando-se a presenga de particulas menores, que s&o
provavelmente pedagos de material rompido durante a secagem (Figura 55 A e B).
Nos demais tratamentos, a forma esférica das microparticulas foi mantida com a
amostra em maior concentragdo (1,0mM/g.ptn) apresentando inicio de

aglomeracgao entre as microparticulas.

A re-hidratacdo das microparticulas reticuladas com glutaraldeido com
tempo de reacao de 18 horas desidratadas em spray dryer ocorreu com sucesso
como mostrado nas Figuras 56 (B, D e F). O aspecto das mesmas foi restituido
para proximo dos materiais originais. A re-hidratagcdo também confirmou a
manutencdo ou destruicdo da integridade das microparticulas com o aumento
crescente da concentragdo de glutaraldeido pela presenga de grande quantidade
de recheio em suspensao na menor concentragao do reticulante (0,1mM/g.ptn) e
diminuicdo gradativa de o6leo ndo encapsulado com o aumento do grau de

reticulagéo.
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Figura 56: Imagens obtidas por microscopia 6tica de microparticulas coacervadas
reticuladas com glutaraldeido com tempo de reacdo de 18 horas secas em spray
dryer. 0,1imM/g.ptn: A (captacdo em glicerina) e B (captacdo em agua);
0,25mM/g.ptn; C (captacdo em glicerina) e D (captagdo em agua) e 1,0mM/g.ptn:
E (captagdo em glicerina) e F (captacédo em agua). Barras: = 40 mp.
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As microscopias eletrénicas de varredura de microparticulas coacervadas
reticuladas com transglutaminase, na concentragcdo de 10U/g.ptn, com tempo de

reacao de 18 horas, desidratadas por spray dryer sdo apresentadas na Figura 57.

L

250% 10kv 500X 10kv

Figura 57: Imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura de particulas
reticuladas com transglutaminase (10U) desidratadas em spray dryer. A — 250X
(barra = 100um); B — 500X (barra = 10um).

A reticulagdo com transglutaminase n&o foi muito eficiente na manutencéo
da estrutura das microparticulas coacervadas, podendo se observar algumas
particulas visivelmente integras, cercadas de particulas menores, referentes ao
material provavelmente destruido durante a secagem, com aspecto semelhante ao
da amostra de microparticulas desidratadas, reticulada com glutaraldeido, na

concentragédo de 0,1mM/g.ptn (Figura 55 A e B).

A microscopia otica de microparticulas coacervadas reticuladas com
transglutaminase (10u/g.ptn, 18 horas) desidratadas em spray dryer apresentou
boa esfericidade para as microparticulas que permaneceram integras durante a
secagem (Figura 58 — A). Essas microparticulas integras re-hidrataram
adequadamente, adquirindo aparéncia similar a da amostra umida original (Figura
41 — B). No entanto, a desestruturacao e destruicdo de parte das microparticulas
dessa amostra ficam evidentes pela grande quantidade de recheio néao

encapsulado observado em suspensao na Figura 58 (B).
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Figura 58: Imagens obtidas por microscopia 6tica de microparticulas coacervadas

reticuladas com transglutaminase (10u/g.ptn, 18 horas) desidratadas em spray
dryer: A (captagao em glicerina) e B (captagédo em agua). Barras = 40 um.

Carvalho [2002] avaliou a resisténcia mecanica de filmes de gelatina
reticulados com glutaraldeido e transglutaminase, observando para um mesmo
grau de reticulacdo que essa resisténcia era mais forte nas ligagdes promovidas
pelo reticulante quimico que pela enzima. Essa for¢a de reticulagdo, associada a
estequiometria, justifica a maior integridade apresentada pelas particulas

reticuladas com o glutaraldeido na concentragao de 1,0 mM/g ptn.

5.3.5.3.4. Obtencdo de microparticulas coacervadas contendo compostos
hidrofilicos (recheio: glicose e isolado protéico de soro de leite) —

microparticulas lipidicas e seus coacervados.

A microscopia otica da Figura 64 apresenta microparticulas lipidicas
contendo glicose produzidas no atomizador do spray dryer dispersas em glicerina
para captagcao das imagens. Essas microparticulas apresentaram forma esférica e
aspecto muito parecido com particulas desidratadas obtidas no uso convencional

do equipamento (capitulo 4 — Figura 17).
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Figura 59: Imagens obtidas por microscopia otica de microparticulas lipidicas
contendo glicose. A — Aumento de 10x (barra = 40 um); B: Aumento de 20x (barra
=40 um).

As microparticulas produzidas se apresentaram aglomeradas e
compactadas em alguns tratamentos. Nao foi observada diferenga morfologica

entre as MPLs contendo proteina ou glicose.

A Figura 60 apresenta a microscopia eletrobnica de varredura das

microparticulas lipidicas sem recheio e contendo glicose ou proteina.
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Figura 60: Imagens obtidas por microscopia eletrbnica de varredura de
microparticulas lipidicas. Sem recheio (A e B ); Contendo glicose (C e D);
Contendo proteina (E e F). Barras = 100 um.

As microparticulas lipidicas aparecem aglomeradas em decorréncia do
manuseio e da permanéncia em temperatura ambiente no preparo dos stubs.

Entretanto, apresentam ainda forma esférica, como visto na microscopia ética.
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A microscopia eletrbnica de varredura foi relativamente dificil de ser
realizada nessas microparticulas lipidicas pois a parede hidrofobica prejudica a
aderéncia da camada de ouro sobre a superficie das mesmas, que também
sofrem fortes deformagdes com a incidéncia do laser, mesmo em curto periodo de
tempo. A diminuigdo da intensidade do laser de 10kv para 5kv e a captacao das
imagens com menor definicdo em velocidade mais rapida, permitiu a obtengéo das

imagens mostradas na Figura 60.

Como observado para microscopia oOtica, nao houve diferencas

significativas no aspecto das microparticulas para todas as amostras.

Barbosa et al. [2004] apresentaram em seu trabalho microscopia eletronica
de varredura de lipoesferas contendo caseina com aspecto parecido com as

obtidas nesse trabalho.

A microscopia otica dos coacervados contendo microparticulas lipidicas
confirmou a formacao de particulas esféricas contendo as particulas sdlidas de
gordura. A Figura 61 mostra microparticulas coacervadas recobrindo

microparticulas lipidicas contendo glicose (A e B) e proteina (C e D).

A distribuicdo heterogénea das microparticulas lipidicas dentro dos
coacervados pode ser observada na Figura 61 (A e C) com coacervados
carregados de microparticulas lipidicas e outros praticamente vazios. Essa
distribuicdo heterogénea de recheio indica condi¢ées n&o otimizadas de produgéo
dos coacervados para esse tipo de recheio, principalmente na etapa de dispersao
das microparticulas lipidicas na solugéo de gelatina. A adigdo da solugao de SDS
melhorou a dispersdo, mas nao o suficiente para uniformizar a distribuicdo das

microparticulas lipidicas nos coacervados.
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Figura 61: Imagens obtidas por microscopia 6tica de microparticulas coacervadas
contendo microparticulas lipidicas. A e B: Coacervados contendo MPL-GLI; C e D:
Coacervados contendo MPL-PTN (C: 10X, D: 20X). As barras correspondem a
40 pum.

A encapsulagao de particulas solidas de farmacos por Remunan-Lopez &
Bodmeier [1996] em microparticulas coacervadas de gelatina-quitosana

produziram amostras muito semelhantes as obtidas nesse trabalho.

A morfologia interna das microparticulas lipidicas ndo pdde ser observada
por microscopia otica nem por microscopia eletrbnica de varredura, pois as
microparticulas de gordura ndo suportaram cortes. Como ja descrito
anteriormente, a microscopia confocal € uma técnica nao destrutiva de
observacao, baseada na fluorescéncia em diversos comprimentos de onda de
marcadores capazes de se associarem com os compostos de interesse. Para as

microparticulas lipidicas contendo proteina e seus coacervados essa técnica se
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mostrou muito adequada para avaliagdo das morfologias internas dessas

estruturas apresentas nas Figuras 62 e 63.

Figura 62: Imagens obtidas por Microscopia confocal de microparticulas lipidicas
contendo proteinas: A - Mistura lipidica marcada com Nile Red; B — proteina
marcada com FITC; C — imagem DIC, D — composi¢do de A e C com imagem
DIC. Barras = 50 um. Observagao e captagao das imagens em aproximadamente
metade da altura da microparticula.

Para as microparticulas lipidicas (Figura 62) pode se observar que a
mistura lipidica € a parte continua do sistema. A proteina apresenta-se dispersa
por toda matriz, desde o centro até a borda. Essa distribuicdo pode explicar
comportamentos dos perfis de liberagdo, ja que o material localizado na parte mais
externa fica mais exposto ao solvente, enquanto que o material localizado mais

internamente fica mais protegido pela barreira hidrofébica da matriz.

As microscopias Oticas e microscopias eletrbnicas de varredura

apresentaram as microparticulas lipidicas com aparéncias externas similares as
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particulas convencionais produzidas por secagem no atomizador. A microscopia
confocal permitiu observar que, na verdade, elas sao diferentes pois particulas
produzidas na secagem por spray dryer, em geral, apresentam uma parte central
vazia devido a um movimento de contragao e dilatagao da gota atomizada durante
a evaporacgado do solvente durante a secagem. As microparticulas lipidicas nao

apresentaram essa caracteristica, se mostrando densas em toda sua extensao.

Os coacervados contendo as microparticulas lipidicas observados pela
microscopia confocal (Figura 63), apresentaram as particulas lipidicas distribuidas
pela estrutura da particula e circundadas por uma densa matriz protéica, evidéncia

de estrutura tipo matriz (esponja) dos coacervados produzidos.

Figura 63: Imagens obtidas por Microscopia confocal de coacervados contendo
microparticulas lipidicas contendo proteinas: A — Mistura lipidica marcada com
Nile Red; B — Gelatina da parede do coacervada marcada com FITC; C — imagem
DIC; D — composicao de A e B com imagem DIC. Barras = 50 um. Observagéao e
captacdo das imagens em aproximadamente metade da altura da microparticula.
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5.3.6. Perfis de liberagcao de compostos hidrofilicos e hidrofébicos de

microparticulas coacervadas.
5.3.6.1. Liberagao de composto hidrofébico (oleoresina de paprica)

5.3.6.1.1. Liberagdo de oleoresina de microparticulas coacervadas umidas e

liofilizadas.

A quantificagdo da oleoresina livre foi feita com sucesso por leitura direta da
fracdo liberada em espectrofotobmetro a 452nm. A absorbancia para leitura das
amostras foi determinada apds a varredura das solug¢des da curva padrao na faixa
de 700 a 290nm. Os espectros obtidos nessas varreduras foram caracteristicos
para oleoresina com o valor de 452nm, constando de todas as concentragdes.
Gregory et al. [1987] apresentaram picos maximos de absorbancia em 452 e
470nm, associando-os ao beta-caroteno e a capsaxantina, respectivamente,
contidos em extratos de pimentas vermelhas. Absorbancias entre 410 e 510nm
sdo associadas aos carotendides contidos em paprica em po e suas oleoresinas,
dependendo da intensidade da cor do produto e do tipo de solvente utilizado
[Gregory et al. 1987; Baranyai & Szabolcs, 1976; Hornero-Mendez & Minguez-
Mosquera, 2001; Biacs et al., 1989; Rodriguez-Huezo et al., 2004]. A curva
padrao utilizada na quantificacdo da oleoresina e um exemplo dos espectros

obtidos sado apresentados nos anexos 5 € 6.

Os perfis de liberagdo ao longo do tempo de oleoresina de paprica contida
em microparticulas coacervadas sem reticulagdo, reticuladas com glutaraldeido
(0,imM/g ptn e 1,0mM/g ptn) ou com transglutaminase (10U/g ptn) umidas ou
desidratadas por liofilizagdo, em etanol absoluto, sdo apresentadas na Tabela 37 e
Figuras 64 e 65.
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Tabela 37: Quantidades liberadas (%) ao longo do tempo de oleoresina de paprica
contida nas microparticulas coacervadas sem reticulagdo, reticuladas com
glutaraldeido (0,1mM/g ptn e 1,0mM/g.ptn) ou com transglutaminase (10U/g.ptn)
umidas ou desidratadas por liofilizagdo, em etanol absoluto.

Sem reticulago Transglutaminase Glutaraldeido Glutaraldeido
10U/g de proteina  0,1mM/g de proteina 1,0mM/g de proteina

Tempo  SRL SR TGL TG GO1L GO01 G1L G1L
(min) liofilizado Umido liofilizado uUmido liofilizado umido liofilizado  Umido
29,64* 94,55 25,65 89,21 25,40 55,35 26,19 39,42

15 0,31 2,24 1,90 2,08 4,28 2,48 0,71 1,10
1,04 2,37 7,39 2,33 16,85 4,47 2,71 2,80
31,52 97,54 26,19 90,07 25,74 70,73 28,13 49,60

30 0,47 1,83 1,62 0,12 4,67 4,31 1,13 0,23
1,49 1,88 6,19 0,14 18,16 6,10 4,02 0,46

33,45 98,53 27,52 91,59 26,32 92,51 30,38 60,01

60 0,38 2,99 2,44 0,81 5,18 1,62 2,61 0,78
1,13 3,04 8,86 0,88 19,70 1,75 8,58 1,30
34,56 99,30 28,31 93,01 26,53 94,93 31,02 64,62

90 0,15 0,66 2,53 2,03 5,50 2,30 3,08 0,34
0,44 0,66 8,92 2,18 20,73 2,43 9,94 0,53
35,44 99,34 28,74 97,60 27,26 96,94 32,01 67,86

120 0,27 1,83 2,74 2,13 5,36 4,47 3,21 2,91
0,76 1,84 9,55 2,18 19,68 4,62 10,03 4,29

Os resultados apresentados sdo médias de uma ftriplicata de liberagao para os sistemas umidos.
As microparticulas liofilizadas foram produzidas a partir dos mesmo sistemas Umidos submetidos a
liofilizagdo. * média, ** devio padrédo, *** coeficiente de variagdo (média/desvio padrdo x 100).
Célculo: % oleoresina liberada = oleoresina liberada (detrminada a 452nm)/oleoresina total
(oleoresina pesada — oleoresina perdida) X 100.

Praticamente toda a oleoresina contida nas microparticulas umidas sem
reticulacdo, reticuladas com glutaraldeido na menor concentragéo (0,1mM/g.ptn) e
reticuladas com transglutaminase (10U/g.ptn) foi liberada no tempo maximo de
120 minutos. A partir de 60 minutos esses sistemas ja apresentaram mais de 90%

de seu conteudo liberado (Figura 64).

O aumento da reticulagdo com glutaraldeido reteve parte da oleoresina nos
primeiros 30 minutos de experimento. Na concentragdo menor (0,1mM), a partir de
60 minutos de exposi¢cao ao etanol, a liberacao se intensificou, chegando a quase
liberagao total (96,9%), uma hora depois. O sistema reticulado com glutaraldeido
na concentracao de 1,0mM/g.ptn, apresentou baixa liberagdo quando, comparado

aos demais, tendo 67,9% do conteudo de oleoresina liberado ap6s 120 minutos de
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agitacdo em etanol. Esse aumento na retengdo do recheio, proporcional ao
aumento da reticulagdo com glutaraldeido, foi observado por outros autores para

microesferas de gelatina [lwanaga et al., 2003; Vandelli et al., 2001]

A liberagédo do conteudo de oleoresina das microparticulas reticuladas com
transglutaminase foi muito parecida com a apresentada pelas particulas sem
reticulacdo, indicando que, apesar das ligagdes entre as moléculas de polimero da
matriz, a reagdo promovida pela enzima nao interferiu significativamente na
porosidade das microparticulas, diferente do observado para o glutaraldeido na

sua concentragao mais alta testada.

Cho et al. [2003] avaliaram a liberagao de 6leo de peixe em microparticulas
com parede composta de isolado protéico de soja reticulada com
transglutaminase. O perfil de liberagdo para o oleo foi lento nos primeiros 60
minutos, aumentando significativamente a partir dai, até atingir a total liberagéo

com 240 minutos.
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Figura 64:. Perfis de liberacdo ao longo do tempo de oleoresina de paprica
contida em microparticulas coacervadas sem reticulagdo (SR — ), reticuladas

com glutaraldeido (0,1mM/g ptn — 0,1GA e 1,0mM/g.ptn — 1G @) ou com
transglutaminase (10U/g.ptn — TG M) umidas, em etanol absoluto. * Oleoresina
total = Oleoresina contida efetivamente na microparticula (Oleoresina pesada
inicialmente — oleoresina perdida).
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A secagem por liofilizagao interferiu fortemente nas liberagdes da oleoresina
das microparticulas coacervadas (Figura 65). Todos os valores foram menores

que os apresentados pelo tratamento umido de maior retencao (G1).

Considerando que uma parte de cada sistema Umido (com e sem
reticulacdo) foi liofilizada, e que ndo ocorrem perdas nesse processo, a quantidade
de oleoresina inicial nos sistemas é semelhante, no entanto no maximo 35,4% do
total foi liberado apdés 120 minutos de agitacdo em etanol para o sistema sem
reticulacao liofilizado, indicando uma retencédo de 64,3% em relagao ao valor do
sistema umido (99,3%). Essa diferenga parece ser devido a secagem, podendo ter
provocado alteragdo da porosidade da parede das microparticulas, e a

impossibilidade de inchamento, devido ao meio utilizado para liberagao.

Os outros sistemas reticulados secos tiveram comportamento semelhante,
apresentando liberagdes ligeiramente menores para todos os tempos em relagao

ao sistema sem reticulagéo.
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Figura 65: Perfis de liberacdo ao longo do tempo de oleoresina de paprica (%)
contida em microparticulas coacervadas desidratadas por liofilizagdo, em etanol
absoluto: Sem reticulacdo (SRL ), reticuladas com glutaraldeido (0,1mM/g ptn —

0,1GL A e 1,0mM/g.ptn — 1GL @) ou com transglutaminase (10U/g.ptn — TGL ) *
Oleoresina total = Oleoresina contida efetivamente na microparticula (Oleoresina
pesada inicialmente — oleoresina perdida).
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Todos os sistemas umidos e secos apresentaram uma liberagao acentuada
nos primeiros 15 minutos de experimento (Figuras 64 e 65), embora as ordens de
grandeza tenham sido diferenciadas. O efeito burst parece devido a parcela de
recheio ndo encapsulado, aderido na face externa das microparticulas, que foi
observado na microscopia 6tica apresentada para as amostras umidas (Figura
41).

5.3.6.1.2. Liberacdo de oleoresina de microparticulas coacervadas secas por

spray dryer.

A quantificagdo da oleoresina contida nas microparticulas coacervadas
umidas através do monitoramento da oleoresina perdida durante a produgao dos
coacervados, descontando-a do valor inicialmente pesado de recheio, apresentou-
se reprodutivel. Para as amostras liofilizadas foi considerado que ndo houve
perdas de recheio durante o processo de secagem e a quantidade de oleoresina
considerada para cada amostra desidratada foi a mesma obtida para os sistemas

umidos com valores convertidos para base seca.

No caso das microparticulas coacervadas desidratadas por spray dryer
esse procedimento para quantificagdo ficou comprometido em decorréncia da
necessidade de varios processamentos para obtencdo de uma quantidade
suficiente de amostra seca para a realizacdo das analises de caracterizacdo e
liberagado e pela grande perda de microparticulas na camara de secagem do spray
dryer. Em decorréncia disso, o calculo das liberacbes para esses sistemas foi
feito relacionando-se a massa de oleoresina liberada em relacdo a massa de
microparticulas secas utilizada na liberagdo, calculada em base seca. Para
possibilitar alguma comparacado entre os sistemas secos por spray dryer e 0s
demais, os dados de liberagcédo foram recalculados nessa nova base para todos os

sistemas avaliados e sdo apresentados na Figura 66 - A, B, C.
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Figura 66: Liberacédo de oleoresina de microparticulas coacervadas umidas, secas
por liofilizagdo ou secas por spray dryer. A: reticulagdo com glutaraldeido 1,0mM
(Umido — G1, liofilizado - G1L, spray dryer — G1SD); B: reticulagdo com
glutaraldeido 0,1'mM(umido — GO,1, liofilizado - GO,1L, spray dryer — G0,1SD); C:
reticulagdo com transglutaminase (Umido — TG, liofilizado - TGL, spray dryer —
TGSD). As curvas coloridas representam os sistemas sem reticulagdo: vermelha:
sem reticulagdo umido (SR), verde: sem reticulacéo liofilizado (SRL).
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Para o glutaraldeido na concentracdo maior de 1,0mM/g.ptn (Figura 66 — A)
a amostra seca em spray dryer apresentou menor liberacdo que as amostras
liofilizada e umida, para essa condi¢gao de reticulagdo. Na microscopia eletrénica
de varredura (Figura 55) foi possivel observar a integridade das microparticulas
obtidas pelo secagem no spray dryer, o que contribui para eficiéncia na retengéo
do recheio. Essa menor liberagdo poderia ser atribuida a eventuais degradagdes
de compostos da oleoresina, devido a efeitos de degradagcédo da temperatura do

processo de secagem por spray dryer.

As amostras reticuladas com glutaraldeido na concentracdo menor de
0,1'mM/g.ptn ou com transglutaminase (Figura 66 B e C) desidratadas por spray
dryer liberaram mais oleoresina que as respectivas amostras liofilizadas. Essa
liberacdo maior pode ter sido decorréncia do rompimento de parte das particulas
reticuladas durante a secagem, expondo o recheio a solubilizagdo ao etanol
(Figura 55 — A e Figura 57).

5.3.6.2. Perfil de liberagao de compostos hidrofilicos (glicose e proteina):

microparticulas lipidicas e seus coacervados
5.3.6.2.1. Liberag&o de glicose ou proteina de microparticulas lipidicas

Os resultados dos planejamentos experimentais (Tabelas 32 e 33)
conduziram a escolha de alguns tratamentos contendo os recheios hidrofilicos
(glicose ou proteina) para serem avaliados quanto a liberagdo apés 30, 120 e 240

minutos.

A escolha para o sistema contendo glicose foi baseada na menor perda em
trinta minutos referente ao ensaio 7 (proporgao LIP/GLI: 90/10; Sol de glicose de
80% p/p e blenda-1 para os tensoativos trioleato de sorbitana/monoestearato de
sorbitana). Apesar da baixa quantidade de glicose desse tratamento (Tabela 32)

em relagdo aos ensaios 5 e 6 (Tabela 32) a alta retengdo apresentada para 30

189



Capitulo 5.  Coacervag¢ao Complexa Resultados e Discussdo

minutos (Tabela 32) mostrou-se mais interessante para produgdo dos
coacervados. Foram realizados quatro processamentos, de acordo com a
formulagdo do ensaio 7, que foram, apds produzidos, misturados e tiveram a

quantidade total de glicose medida em triplicata.

Para a proteina optou-se por estudar trés concentracdes diferentes de
recheio utilizando-se as amostras dos ensaios 3, 5 e 11 obtidas durante o

planejamento experimental (Tabela 33).

A quantificagao do total de composto hidrofilico contido em cada amostra de

microparticulas lipidicas no inicio das liberacdes é apresentada na Tabela 41.

Tabela 38: Quantidade total de composto hidrofilico contido em cada tratamento
de microparticulas lipidicas usados para determinacéo dos perfis de liberacao.

g de composto hidrofilico
100 g de microparticulas

Microparticula lipidica

Glicose* 5,09 (ensaio 7)
0,61 (ensaio 3)
Proteina** 4,03 (ensaio 11)

10,08 (ensaio 5)

* valor referente a mistura de 4 lotes de microparticulas lipidicas produzidas segundo as condi¢des
do ensaio sete (Tabela 35). ** valores determinados por Kjeldhal nas microparticulas produzidas
segundo seus respectivos ensaios do planejamento da Tabela 33.

Os perfis de liberagado da glicose encapsulada em microparticulas lipidicas,
obtidos com ou sem agitagdo e em diferentes temperaturas ao longo do tempo,

sdo apresentados na Tabela 39 e na Figura 67.
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Tabela 39: Glicose liberada (em porcentagem) de microparticulas lipidicas sob
diferentes condi¢des ao longo do tempo.

Liberacao (%)
Sem agitagao Com agitacao
Tempo (minutos) 22°C 40° C 22°C 40° C
32.26* 38,95 33.13 56,63

30 0.22** 3,01 2.64 0,24
0.68™** 7,72 7.96 0,43
41.53 80.80 57.53 75.27
120 4.09 1.57 3.49 5.07
9.84 1.94 6.07 0.73
41.99 81.90 86.96 87.38
240 3.10 5.03 1.26 2.60
7.39 6.14 1.45 2.98

* Média (med); ** Desvio Padrao (dp); *** Coeficiente de variagcao (dp/med x 100)
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Figura 67: Perfis de liberacdo da glicose contida em microparticulas lipidicas
obtidos com ou sem agitagdo e em diferentes temperaturas ao longo do tempo:

@ — com agitacdo (40° C); A — com agitacdo (22° C); @ — sem agitacdo (40° C);
X — sem agitagdo (22° C)

A liberagdo da glicose das microparticulas lipidicas apresentou influéncia da
temperatura. Microparticulas lipidicas, mantidas em repouso sob temperaturas de
22 e 40°C (Figura 67 — “sem agitagdo” (22°C) e (40°C)), apresentaram valores de
liberacdo proximos para trinta minutos (32,3 e 39%). Apds esse periodo, as
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microparticulas lipidicas, mantidas em temperatura de 22°C, praticamente
estabilizaram sua liberagdo, com um maximo de 42% apos 240 minutos de
permanéncia em agua, enquanto que as microparticulas lipidicas mantidas em
40°C, perderam rapidamente boa parte de seu contetdo de glicose, com liberagdo
de 82% apds 240 minutos. A retengdo dos compostos na matriz lipidica esta
associada a integridade desta. Quando a temperatura do sistema atinge valores
proximos ao ponto de fusdo, pode ocorrer um amolecimento e consequente
enfraquecimento da matriz lipidica, que se torna mais fragil, tendendo a se
desestruturar e favorecer a liberacdo de glicose. O baixo peso molecular da
glicose (180Da) e sua alta solubilidade em agua, dificultam a sua retengcdo em
sistemas de encapsulagdo, mesmo naqueles com carater hidrofébico, como

emulsdes e matrizes lipidicas solidas.

O efeito da agitagao sob a liberacdo da glicose também pode ser observado
na Figura 67, comparando as amostras “sem agitagdo (22°C)” e “com agitagéo
(22°C)". Esses dois tratamentos tém liberagbes de seus conteudos de glicose
praticamente iguais, apos 30 minutos (32,3 e 33,1), com liberagéo lenta para o
tratamento ndo agitado, chegando a 42% apos 240 minutos e liberagdo acentuada
para o tratamento com agitacéo, atingindo 87% apd6s o mesmo periodo. A agitacéo
tende a acentuar a transferéncia de massa do recheio de dentro para fora das
microparticulas, pois mantém baixa a concentragdo do mesmo, na camada de

solvente préxima as particulas, acelerando a difusao.

Nos primeiros trinta minutos de liberagédo, foi observada uma perda de
glicose na faixa de 32 a 39% para os tratamentos sem agitagdo e agitado em
temperatura de 22°C e de 56,6% para o tratamento sob agitagdo em 40°C. Essa
perda acentuada de recheio em um periodo relativamente curto, comparado ao
tempo total de liberagdo, € denominado por muitos autores como efeito “burst”,
sendo observado para varios tipos de recheios e em diversos tipos de
microcapsulas, estando associado ao tipo de microcapsula, a distribuicdo do

recheio pela matriz, solubilidade do mesmo, condi¢bes do meio de liberacéo, etc
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[Mukai-Corréa, 2003; Zhou et al., 1996; Shi et al., 2003; Lee & Rosenberg,
2001; Ré & Biscans, 1999; Youan et al., 2001; Ribeiro dos Santos et al., 2002].

No final do experimento, com 240 minutos de liberagao, todos os sistemas,
com excegdo do sistema ndo agitado em 22°C, liberaram acima de 80% do seu

conteudo total inicial de glicose.

O perfil de liberagdo da proteina de microparticulas lipidicas apresentou
acentuada influéncia da temperatura. O aumento na concentragdo de recheio
também implicou em maior liberagdo do conteudo protéico ao longo do tempo para
qualquer temperatura estudada. A Tabela 40 e a Figura 68 apresentam os valores

e perfis de liberagao da proteina contida nas microparticulas lipidicas.

Tabela 40: Proteina liberada (%) de microparticulas lipidicas sob diferentes
condic¢des ao longo do tempo.

Concentracdo de proteina (%)’
0,61 4,03 10,08
22°C 40°C 22°C 40°C 22°C  40°C
18,27* 39,46 54,75 76,11 69,89 71,37

30 min 3,73** 1,48 5,21 0,55 0,50 1,85
20,39*** 3,74 9,51 0,72 0,72 2,59

18,95 43,58 6530 81,09 77,23 77,58
120 min 2,43 2,46 3,76 1,44 1,07 1,70
12,84 5,64 5,76 1,78 1,39 2,18

18,90 48,11 79,52 8399 81,08 80,07
240 min 2,48 3,88 5,21 2,65 1,31 3,21
13,13 8,07 6,55 3,16 1,62 4,01

* Média (med); ** Desvio Padrao (dp); *** Coeficiente de variagcdo (dp/med x 100)
' Massa de proteina/ massa de microparticula lipidica.
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Figura 68: Perfis de liberagdo da proteina contida em microparticulas lipidicas
(%), em trés diferentes concentragbes, obtidas em diferentes temperaturas ao
longo do tempo: == 0,61% (22° C); *®*** 0,61% (40° C); —— 4,03% (22° C);
-4 - 4,03% (22° C); —&—10,08% (22° C); =A=' 10,08% (22° C).

A temperatura apresentou acentuada influéncia na liberacdo da proteina
contida nas microparticulas lipidicas para as concentracbes mais baixa e
intermediaria desse composto (Figura 68: 0,61% em vermelho e 4,03% em verde)
com aumento da liberagdo proporcional ao aumento de temperatura. Para a
concentragdo mais alta de proteina (Figura 68: 10,08% em azul) a variagéo da
temperatura nao interferiu nos perfis de liberagcdo, que foram praticamente os

mesmos.

O efeito do aumento na concentragdo de proteina nas microparticulas
lipidicas, sob a liberagdo da mesma, pode ser observado para as amostras
mantidas a 22° C com trinta minutos de permanéncia em agua (Figura 68), onde o
aumento da concentragdo implicou em maior liberacdo. Langdon & Buchal
[1998] também observaram um aumento da liberagdo com o aumento da

concentracio de sais contidos em microparticulas lipidicas.

Para as proteinas também foi observada a rapida liberacao de parte do
conteudo protéico (efeito burst) nos primeiros 30 minutos para todos os
tratamentos, exceto aquele contendo baixa concentragéo (0,61%) em temperatura
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de 22°C. O tratamento com concentragdo intermediaria de proteina (4,03%) e
temperatura 22°C, mostrou uma liberagdo progressiva de seu contetido, apds 30
minutos, diferente dos outros tratamentos, que mantiveram valores relativamente

constantes de liberagdo, no periodo de 30 a 240 minutos de experimento.

Devido as diferengas entre os pesos moleculares dos dois compostos
hidrofilicos utilizados na produgdo das microparticulas lipidicas, eram esperados
valores de retencgdes relativamente maiores para a proteina que para glicose, o
que foi observado apenas para concentracbes mais baixas de proteina.
Nokhodchi et al. [2002] determinaram o efeito do tipo de tensoativo, sua
concentracdo e proporgao na liberagdo de um composto de alta solubilidade
concluindo que, o tipo de interagdo entre o tensoativo e o recheio pode influir
diretamente no perfil de liberagdo de compostos. Pode-se supor que a interagao
da proteina com os tensoativos e com a matriz lipidica pode ser um fator

responsavel pelo comportamento observado na Figura 68.

5.3.6.2.2. Liberagdo de glicose ou proteina contidas em microparticulas

lipidicas encapsuladas por coacervacgéo.

Para a producdo dos coacervados contendo microparticulas lipidicas
carreadoras de glicose foram utilizadas as mesmas microparticulas lipidicas dos
testes de liberagcdo produzidas, segundo o ensaio sete do planejamento
experimental (Tabela 32). Para produgdo dos coacervados contendo
microparticulas lipidicas carreadoras de proteina, foi produzido um novo lote de
microparticulas, baseado nos resultados de liberagao destas. Para a aplicagdo dos
coacervados como um alimento para larvas de peixe seria mais interessante uma
quantidade maior de proteinas sem perdas acentuadas para a agua. Baseando-se
nesta premissa, foi produzida uma amostra de microparticulas com concentracao
intermediaria aos ensaios 5 e 11 para inclusdo nos coacervados. Para produgao
dessas microparticulas foram utilizadas mistura lipidica e solugdo de proteina

(24% pl/p) na proporgao de 70/30 e adicdo de 5% da blenda 1 de tensoativos. A
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Tabela 41 apresenta o total de composto hidrofilico (glicose ou proteina) contido
nas duas amostras de microparticulas lipidicas utilizadas como recheio na

encapsulagéo por coacervagao omplexa.

Tabela 41: Total de composto hidrofilico (glicose ou proteina) contido nas duas
amostras de microparticulas lipidicas (MPLs) utilizadas como recheio na
encapsulacao por coacervacao.
Microparticulas lipidicas
contendo glicose
g de recheio 5,09* + 0,03**

100 g de MPLs 0,68***
*M¢édia; ** Desvio Padrio; *** Coeficiente de variagdo (DP/MED x 100)

Microparticulas lipidicas
contendo glicose
6,44 + 0,10
1,48

A liberacdo da glicose dos coacervados foi determinada diretamente na
agua, onde as microparticulas permaneceram suspensas, com reposicao de

solvente equivalente a aliquota retirada.

A Tabela 42 apresenta as quantidades iniciais de glicose ou proteina nos
coacervados e as quantidades liberadas desses compostos apds 1 hora e 20

horas de permanéncia em agua.

Tabela 42: Concentragdes iniciais de glicose ou proteina nos coacervados e
quantidades liberadas (%) apds 1 hora e 20 horas de permanéncia em agua.

Concentracao Inicial
g composto /100g de coacervado

% de Liberagéo

g composto liberado/100g de iniciais de composto

(base seca)

(base seca) 1 hora 20 horas
. 1,21* + 0,03** 56,81+4,34 71,42+3,12
Glicose 2.82%** 7.63 437
Proteina 12 3,37 23,16 39,86

*Média; ** Desvio Padrao; *** Coeficiente de variacao (dp/med x 100).

o Concentragao inicial determinada pela diferenca entre a proteina total contida no coacervado
contendo microparticulas lipidicas sem proteina e a proteina total contida no coacervado contendo
microparticulas lipidicas com proteina; 2 _ valores determinados pela diferenca entre a proteina
total do coacervado contendo microparticulas lipidicas com proteina, no tempo inicial, e a proteina
total do mesmo apds a liberagao para cada tempo.

Na producdo de microparticulas coacervadas, utilizando como recheio

microparticulas lipidicas contendo glicose, ocorreu uma perda deste composto na
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agua de resfriamento de 61% em relagéo a quantidade inicial. No caso da proteina
nao foi constatada perda significativa deste composto na producdo dos

coacervados.

A Figura 69 apresenta a liberacdo da glicose e da proteina de seus

respectivos coacervados para os tempos de 1 hora e 20 horas.
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Figura 69: Liberacdo total (%) de compostos hidrofilicos contidos em
microparticulas lipidicas encapsuladas por coacervagao complexa: glicose (O);

proteina (M)

A liberagcdo da proteina dos coacervados foi relativamente baixa, se
comparada as liberagbes desse mesmo composto das microparticulas lipidicas
(Figura 68). Apds uma liberagao rapida na primeira uma hora (23,16%) o total de

proteina disponivel liberada para um tempo de 20 horas foi de apenas 40%.

A liberagdo da glicose foi maior que a da proteina. Varios fatores como
tamanho molecular, interagdes com a matriz, dentre outros, podem ser citados
para explicar os perfis obtidos. Buchal & Langdon [1998] avaliando a liberag&o
de dois compostos hidrossoluveis com massas moleculares muito distintos (50 a
100KDa versus 497Da) observaram menores liberagcbes num periodo de 24 horas

para o composto maior. Sob essa consideragcdo, a glicose apresenta massa
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molecular pequena (180Da), enquanto que o isolado protéico de soro de leite
apresenta massa molecular média muito maior, indicando uma menor liberacéo da
proteina através da matriz do coacervado, possivelmente devido a sua dificuldade
em difundir pela mesma. Interacbes da proteina com a matriz coacervada

poderiam também contribuir para uma menor liberacdo desse material.

Segundo Langdon & Buchal [1998] a perda de nutrientes hidrossoluveis é
uma das principais limitagdes das microdietas. Os autores sugerem o uso de
carreadores hidrofobicos para minimizar a perda desses compostos soluveis.
Como sistemas-modelo para veiculagdo de compostos hidrofilicos para
alimentacgao de larvas de peixe os coacervados contendo microparticulas lipidicas
estudados mostram-se potenciais. No entanto mais estudos s&o necessarios para
melhorar a incorporagao e retengdo de proteinas nutricionalmente importantes e
de compostos menores como peptidios, aminoacidos, vitaminas e minerais para
obtencdo de uma microdieta com perfil nutritivo préximo dos alimentos vivos como
as artémias, que contém alto teor de agua (80% ou mais) e um total de
compostos em base seca de aproximadamente 55% de proteina, 16% de lipidios e

o restante em micronutrientes diversos [Gracia-Ortega et al., 1998].
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CAPITULO 6.

ENSAIO BIOLOGICO IN VIVO: ACEITAGAO DOS
AGLOMERADOS E COACERVADOS COMO DIETAS

RESUMO

O uso de alimentos inertes na alimentagdo de larvas de peixe em
substituicdo aos alimentos vivos (artémias, rotiferos, etc) encontra limitagbes de
ordem tecnoldgica como ajuste de tamanho, flutuabilidade, textura, solubilidade, e
de ordem bioldgica (associada a tecnoldgica) como habitos alimentares das
larvas, requerimento nutricional, digestibilidade das dietas, morfologia e
composicdo enzimatica do trato gastrintestinal e aceitabilidade. Esse capitulo
apresenta dados relativos a aceitabilidade das particulas produzidas nos capitulos
anteriores por larvas de pacu. Os aglomerados sao desidratados, nutricionalmente
adequados mas apresentaram alta solubilidade. Os coacervados ainda sao
nutricionalmente incompletos mas devido ao alto teor de umidade, assemelham-se
mais aos organismos vivos. Sao apresentados dados de aceitabilidade de cinco
amostras (um aglomerado e quatro coacervados) além de tamanhos de particulas
e morfologia do trato gastrintestinal das larvas que ingeriram as dietas. Diversas
observagcbes do comportamento alimentar das larvas também s&o descritas,
indicando o potencial de veiculagdo de nutrientes de cada tipo de particula
produzida nesse trabalho. Os coacervados tiveram alta aceitagcao pelas larvas, nos
experimentos realizados, apresentando-se potenciais para serem utilizados como
veiculadores de nutrientes, hormdnios, vacinas, vitaminas, dentre outros
compostos. A utilizacdo de matrizes lipidicas pode potencializar a composi¢cao em
nutrientes possiveis de serem carreados pelas microparticulas coacervadas,

tornando-as muito adequadas a substituicdo dos alimentos vivos.

199



Capitulo 6. Ensaio Biologico in vivo Materiais e Métodos

6.2. MATERIAIS E METODOS
6.2.1. Materiais

Larvas de pacu (Piaractus mesopotamicus), fornecidas pelo Centro de
Aquicultura da Unesp (Caunesp-Jaboticabal), copos plasticos descartaveis
transparentes de 500 mL (Unidades Experimentais — UE), copos descartaveis de
50 mL, peneiras (10 cm de diametro aprox.), pingas, seringas descartaveis com
agulha, microscépio estereoscédpico Olympus, ldminas de vidro, formol 10%,
crondmetro, ependorfs, pincéis, pipetas Pasteur, pipetas, beckers, provetas, cistos
de artémia, caixas de PVC para 100 litros, aeradores, termostatos, gelatina de
peixe Phytomare/SC, adquirina no comércio local (lote 034, fabricagao: 07/04,
validade: 05/06). Outros materiais e equipamentos necessarios a produgdo das

dietas testadas foram citados nos capitulos 4 e 5.

6.2.2. Dietas testadas

Para realizacdo do ensaio biolégico, cinco dietas foram produzidas, sendo
uma desidratada e aglomerada e quatro coacervados. Os materiais e
metodologias de producdo para cada dieta (aglomerada ou coacervada) estédo
citados e discutidos no capitulo 4 (sessao 4.3.2.3.) e no capitulo 5 (fluxogama de

produgéo de coacervados da Figura 26).

A escolha da dieta desidratada e aglomerada foi baseada na sua
solubilidade total e de proteinas apresentadas no capitulo 4 (Figura 12 e 13). A
dieta desidratada utilizada como base para produgdo dos aglomerados foi a

mesma usada nos estudos de aglomeracéo (capitulo 4 — Tabela 7).

Para producdo das dietas coacervadas foram necessarios alguns ajustes
quanto a formulagéo apresentada no capitulo 5, na Figura 26. O conteudo total de
recheio foi reduzido passando a ser de 20% do total de sélidos de parede em base

seca. A oleoresina de paprica nao foi utilizada pois seu sabor poderia influir
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negativamente na aceitacdo das dietas pelas larvas. Em substituicdo, na
tentatoiva de agregar cor as particulas, foi adicionado ao recheio 5% (p/p em
relacdo ao 6leo) de astaxantina extraida de cascas de camarao segundo Chen &
Meyers [1982] com algumas adaptacdoes. Quanto ao material de parede, foi
utilizada, além da gelatina bovina, uma gelatina de peixe, obtida comercialmente,

na produg¢ao de coacervados.

Testes preliminares foram feitos para determinar a proporgao entre gelatina

de peixe e goma arabica e pH de coacervagao para esse sistema.

Dois tipos de recheio foram utilizados na fabricagdo das dietas
coacervadas: Oleo de soja e gordura de peixe extraida de pacu congelado obtida
pela filetagem do peixe e imersdo dos pedagos em agua aquecida a 80°C para
liquefacdo da gordura. Com o resfriamento a gordura solidificou na superficie da

agua sendo removida e armazenada em freezer.

Apds a producdo, as dietas prontas foram armazenadas em frascos e
mantidas em refrigeracdo durante todo o experimento. As dietas e as descri¢gdes

de suas formulagdes sdo apresentadas na Tabela 43.

Tabela 43: Dietas produzidas para serem avaliadas em ensaio in vivo.

Dieta Tipo Descrigao

D1 Desidratada e Dieta fornecida pelo Caunesp, desidratada em spray dryer,
Aglomerada* adicionada de 6leo de soja e aglomerada com pectina/calcio.

D2 Coacervado material de parede, bs) e astaxantina (5% do total de éleo).

Parede: Gelatina/goma arabica. Recheio: éleo de soja(20% do

D3 Coacervado

D4 Coacervado

D5 Coacervado

Parede: Gelatina/goma arabica. Recheio: gordura de peixe
(20% do mat.de parede, bs) e astaxantina (5% do total de
oleo).

Parede: Gelatina de peixe /goma arabica. Recheio: 6leo de
soja (20% do material de parede, bs) e astaxantina (5% do
total de dleo).

Parede: Gelatina de peixe/goma arabica. Recheio: gordura de
peixe (20% do material de parede, bs) e astaxantina (5% do
total de 6leo).

* produgdo segundo descrigdo no Capitulo 4 — sess&0:4.3.2.3. ** produgao segundo descri¢ao no

Capitulo 5 — Figura 26.
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6.2.3. Morfologia e microestrutura

Para observacdo da morfologia e microestrutura externa e interna das
microcapsulas coacervadas, utilizou-se um microscopio 6tico (NIKON — eclipse
E800 - Japan) munido do software Image Pro Plus 4.0, para obtengdo das

imagens.

6.2.4. Determinagao do diametro médio de particulas

Para determinacédo do didametro médio de particulas das dietas coacervadas
produzidas para o ensaio bioldgico, utilizou-se a microscopia 6tica com captagéo
de imagens através de uma camera digital controlada pelo programa Global Lab
Image seguida de processamento e avaliagdo do tamanho das particulas pelo
programa Scion Image (www.scioncorp.com). O aumento total de captagao foi de
15,6x (objetiva de 12.5x de aumento e optivar com 1.25x de aumento). Entre 100 e
150 particulas foram medidas para cada dieta. Para a dieta desidratada, o
diametro médio foi considerado o mesmo determinado por espalhamento de luz,

para a mesma dieta produzida no capitulo 4 (sessao 4.3.4. — Tabela 13).

6.2.5. Experimento in vivo com larvas de pacu: Testes de aceitagcao

O experimento biolégico foi conduzido no Laboratério de Nutricdo de
Organismos Aquaticos e Larvicultura do Centro de Aquicultura da Unesp, campus
de Jaboticabal, durante o més de dezembro de 2004,. O protocolo experimental foi
definido baseado nos procedimentos descritos em Fernandez-Diaz et al. [1994],
Kolkovski et al. [1997] e Dou et al. [2000] com adaptagdes. O procedimento
descrito a seguir vem sendo utilizado por esse laboratorio do Caunesp em

trabalhos de avaliagédo de estimulos quimicos na alimentagao de larvas.
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Larvas de pacu, recém eclodidas, provenientes de desova induzida, foram
mantidas desde a eclosao, em tanques contendo aproximadamente 100 litros de
agua com aeracao e filtragdo constantes, a uma temperatura média de 30°C + 2°C

(tanque de manutencgao).

A partir do quinto dia de vida, apds a abertura da boca, as larvas passaram
a receber alimentagédo exdgena (nauplios de artémia), quatro vezes ao dia (a cada
4 horas). No décimo segundo dia de vida, as larvas passaram a receber, além das
artémias, uma mistura de todas as dietas a serem avaliadas. Esse procedimento
foi mantido até o inicio do experimento para que as larvas tomassem contato com

as dietas e passassem a identifica-las também como alimento.

No décimo sétimo dia de vida, iniciou-se o experimento, preparando trinta
unidades experimentais, contendo 200 mL de agua filtrada. Dez larvas, coletadas
aleatoriamente no tanque de manutencgao, foram colocadas em cada unidade
experimental, sendo mantidas sem alimentagdo, a 30°C por aproximadamente
18h.

No momento do experimento, 6 unidades experimentais foram escolhidas
aleatoriamente para cada uma das cinco dietas. Trés delas, receberam 10 mL de
agua utilizada para eclosao de naplios de artémia (estimulo quimico), contendo
diversas substancias naturais, potencialmente estimulantes. As outras trés
unidades experimentais ndo receberam o estimulo quimico, sendo usadas como

controle.

Com a exposigao do estimulo quimico, o comportamento das larvas em
todas as 6 unidades experimentais, foi observado durante 15 minutos. Apds esse
periodo, uma quantidade de dieta foi adicionada em todas as unidades
experimentais (0,20g de dieta desidratara ou 0,5mL de dieta coacervada).
Novamente, o comportamento das larvas foi observado por 15 minutos. Apds esse
periodo, outra quantidade de dieta foi adicionada (0,20g da dieta desidratara ou
0,5mL das dietas coacervadas) com mais 15 minutos de observacdo do

comportamento das larvas.
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Ao final do experimento, as larvas foram sacrificadas pela adigao de gelo,
para prevenir que as mesmas regurgitassem o alimento ingerido, e fixadas em
formol 10% tamponado, para posterior observagado do conteudo do trato digestivo,

em microscopio estereoscopico.

Esse procedimento experimental foi realizado nos décimo oitavo, vigésimo
terceito, vigésimo oitavo e trigésimo terceito dias de vida, correspondendo ao
décimo quinto, décimo oitavo, vigésimo terceiro e vigésimo terceiro dia de

alimentagao exogena.

O fluxograma apresentado na Figura 70 ilustra o procedimento para

realizagcao dos experimentos com as larvas de pacu.
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PREPARACAO DAS UNIDADES EXPERIMENTAIS
Larvas em jejum de 18h (10 larvas/200mL/UE)

Unidade [}~ f }- [}~ [}~ [
Experimental ™ o ™ s s
(UE) “:f “‘:ﬁﬁ '\:f "“;f

ADIGAO DO ESTIMULO QuimMICO
Tempo de exposi¢cao: 15 minutos

MU

s s o R s s
RN RN AlREVEN RN RRWN RN
R P s s R P

\/_\\/-\\/-\ f\f\f\ f\f\f\ \/-\\/-\\\/—\ \/_\\/-\\/-\ f\f\f\

Estimulo quimico Grupo controle
(10mL &gua de nauplios/UE) Sem adigéo de estimulo quimico

ADIGAO DA DIETA

1% — 0,29 (p/ dieta desidratada) ou 0,5 mL (p/ coacervados)/EU
Tempo de exposi¢cao: 15 minutos

e s e e e s
o ~ o - ~ ~
Estimulo quimico Grupo controle

2% — 0,29 (p/ dieta desidratada) ou 0,5 mL (p/ coacervados)/EU
Tempo de exposi¢cao: 15 minutos

s M s M o e o~ R s Ry s M
o ~ o . = ~
Estimulo quimico Grupo controle

(Tempo total de alimentagédo de 30 minutos)

Figura 70: Esquema de execugao do experimento in vivo com larvas de pacu.
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6.2.6. Biometria

Em cada dia experimental, 10 larvas foram removidas do tanque de
manutencao, realizando uma biometria para caracterizacdo morfométrica das
mesmas. As larvas foram individualmente pesadas em balanga analitica e o

comprimento total avaliado com um paquimetro digital.

6.2.7. Avaliacao da ingestao

Utilizando um microscopio estereoscopico, para permitir a observagao, e
seringas hipodérmicas como bisturis, cada grupo de 10 larvas foi dissecado para
remocao do trato gastrintestinal. Apdés a remocgdo do estdmago, este foi
observado, e em seguida aberto para detec¢cdo da presenca ou auséncia das
dietas. A aceitagdo da dieta foi expressa pela porcentagem de larvas que

ingeriram a dieta no periodo de 30 minutos.

6.2.8. Analise estatistica

As diferencgas significativas entre os valores médios das taxas de ingestao e
do efeito do estimulo quimico sobre a taxa de ingestdo de cada dieta (comparagao
entre grupo controle e grupo do estimulo) foram avaliadas por analise de diferencga
entre médias a 5%, de acordo com a ANOVA e o teste de Tukey, utilizando-se o
software Statistica 5.0 for Windows [Statsoft, INC., 1995].
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6.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.3.1. Selecéo e producgéao das dietas

Entre as trés formulagbes aglomeradas produzidas no laboratério (DO —
dieta adicionada de 6leo; DOPC - dieta adicionada de oOleo e recoberta com
pectina e célcio a 1%p/p e DOGPC - dieta adicionada de 6leo, recoberta com
gelatina a 2% p/p e pectina e calcio a 1% p/p), as dietas DOPC e DOGPC
apresentaram solubilidades em sodlidos soluveis/solidos totais menores que a dieta
DO. Para solubilidade em proteinas, a dieta DOPC apresentou o menor valor,

sendo escolhida para a avaliagéo in vivo (Figuras 12 e 13).

O pH para formagao do complexo coacervado entre a gelatina de peixe e a
goma arabica continuou a ser 4,0. A proporgdo entre os materiais de parede
mudou de 1:1 (gelatina bovina:goma arabica) para 1,5:1 (gelatina de peixe:goma
arabica), indicando que a gelatina de peixe provavelmente possui um total de
cargas, disponiveis para coacervagdo, menor que a gelatina usada
convencionalmente. A ocorréncia da coacervacdo foi evidenciada pela
precipitacdo do material e pela observacdo em microscopio o6tico. Nao foi
observado 6leo na superficie do sistema. Esse coacervado foi monitorado
visualmente e ao microscopio por 48h e, como aparentemente nao liberou seu
conteudo, mantendo sua estabilidade fisica, foi selecionado para ser testado nos

ensaios in vivo.

Sem a inclusao da oleoresina de paprica na formulacdo, as microparticulas
coacervadas apresentaram-se muito transparentes. A quantidade de astaxantina
adicionada, em substituicio a oleoresina, foi insuficiente para colorir os
coacervados, e seu conteudo nao foi aumentado para nio saturar as dietas com
compostos, que em grandes quantidades, poderiam prejudicar a aceitagado das
mesmas pelas larvas. A astaxantina € um composto considerado potencialmente
atrativo por fornecer cor a diversos microorganismos utilizados como alimentos

pelas larvas.
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A figura 71 apresenta algumas imagens de microparticulas coacervadas

usadas nos experimentos in vivo.

i, I

Figura 71: Imagens obtidas por microscopia O6tica de dietas coacervadas
produzidas para experimento com larvas de pacu. A: D2 — Parede: gelatina
convencional/goma arabica — recheio: 6leo de soja e astaxantina; B: D3 — Parede:
gelatina convencional/goma arabica — recheio: gordura de peixe e astaxantina; C:
D4 — Parede: gelatina de peixe/goma arabica — recheio: 6leo de soja e
astaxantina; D: D2 — Parede: gelatina de peixe/goma arabica — recheio: gordura de
peixe e astaxantina. Barras = 40 um.

As particulas produzidas com gelatina de peixe apresentam uma estrutura
fragil (Figura 76 C e D), ndo mostrando limites bem definidos, como os
coacervados convencionais (Figura 76 A e B). Apesar da aparente fragilidade, os
coacervados de gelatina de peixe foram capazes de reter o recheio dentro de sua

estrutura, permitindo seu uso nos experimentos.
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6.3.2. Diametro médio das dietas

Os diametros médios das dietas utilizadas no ensaio biolégico com larvas

de pacu séo apresentados na Tabela 44.

Tabela 44: Diametro médio das particulas de dietas coacervadas.

Dieta Diametro médio (um)

D1 361,76 * + 4,06** '
D2 104,58 + 20,12
D3 85,66 + 26,64
D4 92,43 + 26,55
D5 102,27 + 28,04
* Média; ** Desvio Padrdo. ' O desvio padrdo apresentado & referente a trés leituras do

equipamento.

Os didmetros médios dos coacervados produzidos para o ensaio biolégico
apresentaram valores muito préximos aos dos outros obtidos no capitulo 5. Como
ja discutido nos capitulos 4 e 5, o didmetro médio apresentado pelas
microparticulas aglomeradas e coacervadas produzidas nesse trabalho, foram
adequados para alimentagao de larvas de peixe. [Yufera et al., 1999; Cahu &
Zambonino Infante, 2001; Genodepa el al., 2004; Carvalho et al. 2004; Kvale
et al. 2005].

6.3.3. Comportamento das larvas durante o oferecimento das dietas

inertes

Para esse experimento, a avaliagcdo do comportamento das larvas foi feita
subjetivamente, sendo dividida em trés partes: adicdo de estimulo, adicdo da
primeira dose de dieta, adicdo da segunda dose de dieta. Técnicas nas quais o
periodo de alimentacido das larvas é filmado permitem uma avaliagdo mais
objetiva do comportamento. Com o filme, dados como numero de botes e angulo

meédio de inclinagdo das larvas, rejeigcdes apds o bote, dentre outros, podem ser
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estimados e correlacionados com o percentual de ingestdo e consequente

aceitacao das dietas.

6.3.3.1. Adicao de estimulo quimico

A adicdo do estimulo quimico provocou ligeira agitagdo em todas as
unidades experimetais nos dois primeiros dias de experimentos. Essa ligeira
agitacao variou desde movimentagao no fundo das unidades experimentais, como
se as larvas “procurassem” algo, até curto periodo de mudancga de inclinagao
(pouco tempo apds a adigao). No terceiro e quarto dias de experimento, essa
agitacdo quase nao foi observada. As larvas do grupo controle, que nao

receberam estimulo, permaneceram calmas, apresentando baixa movimentacao.

6.3.3.2. Adicao das dietas

A adicao das dietas as unidades experimentais, no geral, provocou agitagao
acentuada. As larvas movimentaram-se ao longo da coluna de agua e tenderam a
mudar sua posicao de horizontal para ligeiramente inclinadas. Essa atitude pode
estar relacionada com o tamanho das particulas (estimulo visual), e também com
a sensibilidade das larvas para detectar movimentos ao longo da coluna de agua.
Para todas as dietas, foi possivel observar atitudes predatérias e movimentos

bucais por parte das larvas.

Todas as dietas precipitaram rapidamente, sendo que parte delas,
permaneceu em suspensao, ao longo do tempo, pela propria movimentagéo das
larvas e pareceram preferidas as particulas depositadas. No entanto, as larvas

procuraram e “atacaram” estas também.

Apos sete minutos da adicdo da dieta, foi observada uma diminuigdo da

movimentagao nas unidades experimetais para dietas D4 e D5. Para as dietas D1,
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D2 e D3, a agitagdo foi mais intensa e mais demorada, com reduc&o da atividade

predatéria apos 10 minutos, aproximadamente.

Na adicdo da segunda parte de dieta, o mesmo comportamento foi
observado em menor intensidade e por tempo mais curto (5 minutos
aproximadamente). Isso pode ser em decorréncia da saciedade das larvas ou da

rejeicdo ao alimento.

Foi possivel observar, nitidamente, a acdo predatoria das larvas sobre as
particulas de todas as dietas. Para a dieta D1, foi possivel observar a rejeicéo
desse alimento, pois varias larvas regurgitaram as particulas. Devido ao tamanho
e transparéncia dos coacervados, foi dificil observar a ingestao e rejeicao das

particulas.

As larvas que receberam o estimulo quimico pareceram ligeiramente mais
agitadas que as do controle. Essa diferenga € atribuida a estimulos sensoriais que
as larvas passam a ter quando expostas a agua de eclosdo de nauplios de

artémia.

Os comportamentos descritos acima se repetiram em todos os quatro dias

de experimento.

6.3.4. Biometria

As larvas em seus primeiros estagios de vida, tendem a crescer
rapidamente, ganhando peso e aumentando suas dimensdes. O peso e o
comprimento médios das larvas de pacu, ao longo do tempo de experimento, sdo

apresentados na Tabela 45.
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Tabela 45: Peso e comprimento médios de larvas de pacu no periodo de
experimentos.

Dias de vida (dia do experimento)
18 (1° dia) 23 (2° dia) 28 (3°dia) 33 (4° dia)
PESO (mg) 8,3*+ 2,0** 13,1+5,3 265+16 52,7+299
TAMANHO (mm) 10,0 + 1,63 11,2 +1,05 13,5 1,9 14,6 £ 2,2

* Média. ** Desvio Padrio.

As larvas praticamente dobraram de peso a cada cinco dias. Além dos
valores numericos, outros aspectos puderam ser observados ao longo do tempo
no crescimento das larvas: o desenvolvimento de pequenas nadadeiras impares
(caudal, anal e dorsal), que eram praticamente inexistentes no inicio do
experimento, o aumento nitido do intestino, que era apenas um “tubo” reto e
passou a apresentar dobras depois do segundo dia de experimento, o aumento na
complexidade da parede do estbmago, que se apresentava praticamente lisa no

inicio e foi tornando-se rugosa com o tempo.

6.3.5. Ingestéo das dietas
6.3.5.1. Observacgoées visuais em microscopio estereoscopico

A primeira avaliagdo da ingestdo das dietas foi a observagdo pelo
microscopio estereoscopico dos estdbmagos das larvas. Por serem bem
transparentes, eles permitiram a visualizagdo das particulas de dieta em seu
interior. Com um pequeno corte as particulas puderam ser removidas de dentro do
estbmago. A Figura 72 apresenta os estdbmagos de larvas de pacu contendo

algumas das dietas estudadas.

212



Capitulo 6. Ensaio Biologico in vivo Resultados e Discussoes

Figura 72: Imagens obtidas por aumento em microscopio estereoscopico de
estdbmagos de larvas de pacu contendo algumas das dietas estudadas. A — Dieta
desidratada (D1): Estémago fechado; B — Dieta desidratada (D1): Estomago
perfurado. C — Dieta coacervada (D2): Estdbmago fechado; D — Dieta coacervada
(D2): Estomago perfurado. E - Imagem reduzida da larva com escala de tamanho
(barra = 1 cm). Setas verdes — dietas. Seta vermelha — cisto de Artémia. Barras =
500 microns.

A dieta desidratada, ao ser removida do estdbmago, apresentou-se muito
fragmentada (Figura 72 - B). No caso dos coacervados, as particulas removidas
do estdbmago das larvas, apresentaram-se agregadas em uma massa unica
(Figura 72 - D). A alteracdo do aspecto das dietas no tempo de alimentacao (30
minutos), pode ser decorréncia de uma possivel agcado das enzimas digestivas das

larvas sobre as dietas.
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Apesar das larvas terem sido submetidas a um periodo de jejum, alguns
pedacos de naplios, parcialmente digeridos, puderam ser encontrados. Varias
larvas apresentaram cistos de artémia no seu trato gastrointestinal. Esses cistos
representam pequeno percentual ndo eclodido, e sao fornecidos junto com as
artémias nos tanques, sendo ingeridos pelas larvas. Por terem uma espécie de
carapaca resistente, os cistos passam pelo trato digestivo das larvas praticamente
sem sofrer digestdo. A Figura 72 — C e D (seta vermelha) mostra um cisto

praticamente intacto no intestino da larva.

Yufera et al. [1999] avaliaram microparticulas produzidas por polimerizagao
interfacial, obtendo excelente aceitagao pelas larvas, com consequentes taxas de
crescimento e sobrevivéncia elevadas. O aspecto das microparticulas em agua
apresentado pelos autores foi muito semelhante ao observado para as dietas em
estudo produzidas por coacervagao. Os autores também relatam a pronta digestao
das microparticulas, que também formaram uma massa unica no estdbmago das

larvas de gilthead seabream estudadas.

6.3.5.2. Percentual de ingestao

As 10 larvas de cada copo foram examinadas e o numero delas que ingeriu
a dieta foi determinado e relacionado ao numero total. Os percentuais de larvas

que ingeriram as dietas testadas sdo apresentados na Tabela 46.

Tabela 46: Percentual de aceitagdo das dietas pelas larvas de pacu ao longo do
tempo.

Numero de larvas que ingeriram dieta/10 larvas X 100
1° dia 2° dia 3° dia 4° dia
Dietas EQ C EQ C EQ C EQ C
D1 *40 Oa/AB 25 Oa/A 23 33/B 23 3a/B 20 Oa/B 30 Oa/B 56 7a/BC 53 3a/C
D2 20 Oa/BC 15 Oa/A 73 3a/A 56 7a/A 73 3a/A 76 7a/A goa/A 80a/AB
D3  60,0°* 35,0°" |63,3** 60,0° |93,37" 90,0°" |73,3%"® 93,3
D4 5,08/0 35’0a/A 36’7aAB 3,08/8 13’38/8 26’73/8 40’03/C GO,Oa/BC
D5 5 Oa/C 20 Oa/A 0 Oa/C 0 Oa/C 10 Oa/B 13 3a/B 20 Oa/D 23 3a/D

* Valores médios da triplicata. EQ- Estimulo quimico (agua de naplios de artémia); C — grupo
controle (ndo recebeu estimulo quimico). Letras minusculas representam a avaliagdo estatistica

214



Capitulo 6. Ensaio Biologico in vivo Resultados e Discussoes

entre EQ e C para cada dieta, em cada dia de experimento. As letras maiusculas representam a
avaliagao estatistica entre as dietas, para cada tratamento (EQ ou C), em cada dia de experimento.

Os graficos das figuras 73 e 74 apresentaram um resumo do

comportamento de ingestédo das larvas, ao longo do tempo.
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Figura 73: Perfil de aceitacdo das dietas pelas larvas ao longo do tempo (sem
adicao de estimulo quimico — controle).

Inicialmente, todas as dietas do grupo controle tiveram baixa aceitacéao,
apresentando valores entre 15 e 35%, sem diferenca estatistica entre eles
(p<0,05; Tabela 46) .

A partir do segundo dia, as dietas D2 e D3 apresentaram as maiores
aceitagdes, diferentes estatisticamente das demais dietas (p < 0,05), sendo que

D3 atinge 93,3% no quarto dia de experimento.

A dieta D5 apresentou a menor aceitagao, a partir do segundo dia, sendo
que no quarto dia, essa baixa aceitagao foi significativamente diferente das demais
dietas (p < 0,05). Esperava-se que essa dieta fosse bem aceita, por ter sido
produzida com gelatina e gordura de peixe em sua composi¢do. A dieta D3
também continha gordura de peixe e obteve muito boa aceitagao. A dieta D4 feita

com gelatina de peixe, contendo 6leo de soja, ndo mostrou muita boa aceitagéo. A
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associagdo dessas observagdes indica que a gelatina de peixe foi a principal

responsavel pela baixa ingestdo de D5 pelas larvas.

A gelatina de peixe utilizada foi obtida comercialmente como capsulas para
suplementacao alimentar. Provavelmente, além da proteina, alguns compostos,
como conservantes, poderiam estar presentes na formulacdo e isso pode ter

influenciado negativamente na aceitagao dessa gelatina pelas larvas.

A dieta desidratada D2 apresentou aceitagao baixa, relativamente estavel
nos primeiros 3 dias de experimento, aumentando de um valor médio de 26,1 para

53,3% no ultimo dia de ensaio.

Aceitagao - Estimulo Quimico
——D1 - D2 ——D3 —-D4 -e—-D5

% DE ACEITACAC

20,0

0,0 - \ \

DIAS

Figura 74: Perfil de aceitacdo das dietas pelas larvas ao longo do tempo (com
adi¢ao de estimulo quimico).

Pela avaliagdo estatistica (p < 0,05, Tabela 46), a adicdo do estimulo
quimico nao influiu nas taxas de ingestdao de cada dieta, quando comparada a seu

respectivo controle, para nenhum dia de experimento.

Os perfis de aceitacdo das dietas pelas larvas que receberam estimulo

quimico apresentam-se muito irregulares, com inversdes na aceitagcéo ao longo do
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tempo. Mesmo com essa irregularidade, excetuando o primeiro dia, as dietas D2 e
D3 tiveram as aceitagbes mais altas e a dieta D5 a mais baixa, como ja observado

para o controle.

O grupo controle pode mostrar mais claramente quais dietas tiveram melhor
aceitacdo pelas larvas. A adicdo do estimulo quimico tende a influenciar a
aceitacdo das dietas pelas larvas e n&o aumenta, necessariamente, essa

aceitagao, podendo algumas vezes, ter efeito negativo e reduzi-la.

Esse experimento permitiu mostrar que as dietas coacervadas produzidas
com gelatina convencional apresentaram muito boa aceitagdo pelas larvas, sendo
potencialmente bons suportes para veiculagdo de nutrientes. Apesar do tamanho
reduzido, quando comparado as artémias, os coacervados mimetizam mais esses
organismos do que as dietas desidratadas. Provavelmente a textura dos
coacervados seja mais atrativa para as larvas do que dietas mais rigidas. Além
disso, aparentemente os coacervados sofrem acédo das enzimas digestivas das
larvas, o que é uma vantagem quanto ao rompimento da matriz das particulas e

liberacdo do conteudo de nutrientes que elas podem veicular.
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7. CONCLUSOES

O uso da aglomeracgéao para a dieta desidratada em spray dryer, promoveu
um aumento substancial do didmetro médio das particulas, produzindo material
com tamanho adequado para alimentacao de larvas de peixes. A adicdo de dleo e
cobertura polimérica na aglomeragao da dieta desidratada reduziu a solubilidade
em solidos soluveis e proteina soluvel desse material. No entanto, em comparagao
as dietas comerciais, as solubilidades das dietas aglomeradas ainda
permaneceram altas. A morfologia dos aglomerados detectou falhas no
recobrimento, responsavel pela baixa eficiéncia na retengcdo dos nutrientes da
dieta.O aumento do didmetro das particulas aglomeradas levou a uma rapida
sedimentacao destas. A atividade de agua para dieta sem recobrimento foi tipica
de produtos desidratados. Com a aglomeragao os valores de Aw aumentaram em

virtude da pulverizagédo de agua das solug¢des de pectina e célcio.

A coacervacao complexa entre gelatina e goma arabica foi otimizada para

um pH de coacervacao de 4,0 e 2,5% de solidos totais de parede.

Pela secagem em estufa, nao foi possivel a obtengcao de microparticulas
individualizadas. A secagem em spray dryer provocou a destruicdo das
microparticulas sem reticulacdo. Para as amostras reticuladas, a secagem foi
possivel, com manutengdo da forma esférica das particulas apoés o
processamento. O rendimento do processo de secagem por spray dryer foi muito
baixo, dentro das condi¢cbes estudadas. A liofilizagdo permitiu a secagem, com
manutencdo da forma esférica, para todas as amostras, incluindo aquela sem

reticulagao.

Os diametros médios das varias amostras coacervadas uUmidas e
desidratadas apresentaram-se na faixa de 39,1 a 164 um. As amostras
desidratadas por liofilizagdo e spray dryer reabsorveram agua com sucesso,
apresentando integridade da parede e forma esférica caracteristica. A morfologia

apresentou os coacervados como microparticulas esféricas e multinucleadas. A
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sedimentacao das microparticulas coacervadas foi rapida, associada a densidade

alta da matriz.

As liberagbes de oleoresina de paprica, para as amostras umidas de
microparticulas coacervadas, foram altas, ndo apresentando muita influéncia da
reticulacdo sobre seus valores (faixa de 67,9 e 99,3% para 120 minutos de
permanéncia no etanol). Todas as amostras desidratadas apresentaram
liberagdes inferiores a 37% apds 120 minutos de permanéncia no etanol. A
liberagao dos compostos soluveis, retidos nas microparticulas lipidicas (glicose ou
isolado protéico de soro de leite), encapsuladas nos coacervados, foi alta para

glicose e relativamente baixa para a proteina.

No ensaio biolégico in vivo, feito para avaliar a aceitacdo das
microparticulas, os coacervados utilizando gelatina bovina na parede e contendo
gordura de peixe ou 6leo de soja apresentaram as maiores taxas de ingestao,
seguidos pela dieta aglomerada. A adigdo de estimulo quimico, ndo causou efeito
significativo na ingestao das dietas pelas larvas. Os resultados obtidos indicaram
as microparticulas coacervadas como potenciais na utilizacdo como dieta inerte.
No entanto, as microparticulas ainda precisam de otimizagdo em seu balanco

nutricional para atenderem as necessidades de crescimento das larvas de pacu.
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8. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Os resultados experimentais obtidos indicaram algumas linhas potenciais

para continuidade do presente trabalho:

1. Investir na otimizacdo da insolubilizagdo por revestimento de aglomerados
obtidos por leito fluidizado. As formulagdes utilizadas também necessitam de
ajustes.

2. Testar novos agentes reticulantes ao glutaraldeido e avaliar o efeito
reticulante na porosidade das particulas produzidas. Aprofundar o estudo da
utilizagao de transglutaminase.

3. Estudar a secagem, por spray dryer, da suspensao das particulas reticuladas
em solugdes contendo agentes espessantes e seu efeito na integridade das
particulas submetidas a essa secagem. A utilizagdo de aparelhos de
secagem de maior porte e com atomizadores centrifugos deve ser
investigada.

4. Estudar diferentes formulagdes, especialmente tensoativos, na produgao de
microparticulas de gordura contendo compostos hidrofilicos de baixo peso
molecular e seus efeitos na liberagdo desses compostos. Estudar alternativas
para melhorar a distribuicdo das particulas de gordura no interior das
particulas coacervadas.

5. Desenvolver formulagdes nutricionalmente capazes de sustentar o
crescimento das larvas, utilizando extratos protéicos de peixe na formulagao.

6. Produzir gelatina de peixe e caracteriza-la comparativamente a gelatina
convencional, estudando possiveis modificagdes no sentido de aumentar a
forca desta proteina. A partir dessas informagdes basicas, otimizar a
producdo de coacervados, usando gelatina de peixe ao invés da gelatina
convencional.

7. A partir dos experimentos de liberagéo tentar ajustar modelos preditivos aos

dados experimentais.
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10. ANEXOS

10.1. Anexo 1: Distribuicao de tamanho de D, DO, DOPC e DOGPC.
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Figura 75: Distribuicdo do tamanho de particula da dieta desidratada (D - A), da
dieta adicionada de d6leo (DO - B) e dos aglomerados finais obtidos DOPC (C) e
DOGPC (D).
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10.2. Anexo 2 - Parametros utilizados para captacao de imagens pelo

microscopio de varredura laser confocal.

Corte de meio

Channel 1=Fluorescence

Channel 1 Dye=Nile Red
Date=12-19-2002

Time=12:26:44

PMT Voltage Ch2=552

Offset Ch2=10

Gain Ch2=4.240000

Frame Filter=3 frame Kalman Filter
Zoom Size=1.500000

Scan Speed=8000
Magnification=40X

Laser-Shutter Ar=Open

Laser-ND Ar=8% transmittance
Laser-Shutter HeNe-G=0Open
Laser-ND HeNe-G=23% transmittance
Laser-Shutter HeNe-R=Closed
SourceOfData=PMT 2

Scan Start Mode=Scan started immediately
Gamma 0=1.208000

Map ChO: Range=00331 to 04095
Resolution X = 0.115089 um
Resolution Y = 0.115089 ym
FLUOVIEW Version=Version 3.2.5
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10.3. Anexo 3: Testes premilinares: estudo da reticulagio com
transglutaminase e glutaraldeido associados a secagem de microparticulas
em spray dryer. Os experimentos potencialmente interessantes de estudo e
as condicoes fixadas para o trabalho estdo marcadas na Tabela com um
sombreado.

Tabela 47: Testes com transglutaminase sendo adicionada as microparticulas ja
formadas apds o resfriamento. Particulas destruidas (PD), particulas parcialmente
integras (PPI), particulas integras (Pl). Te/ Ts — temperaturas de entrada e saida
no spray dryer. 18 horas (ON). [1/6 H20] - reducdo do volume de agua de
suspensao das particulas para 1/6 do volume da agua usada na producdo do
coacervado. R — Referéncia (recheio emulsionado na gelatina); Inv — Sistema
“‘invertido” (recheio emulsionado na goma arabica)

Conc.daenzima Temp Tempo Secagem
Teste  pH (U/g de proteina)  (°C) dereagdo Tg/ Ts(°C) Resultado
1-R 5,0 5,10 50 15, 4.5’ 90 180/100 PD
min
2-R 50 10 25 15, 4.5’ %0 180/100 PD
min
3-R 40 25,510 25 15 nii 90 180/100 PD
4-R 40 10 50 indeterminado 180/100 PD
5-R 4,0 10 25 indeterminado 180/100 PD
6-R 4,0 10, 20 25 3h e ON 180/100 PD
7-R 40 10 25 3h[1/6 H,O] 180/100 PD
8-R 4,0 10 1025 3h 180/100 PD
9-R 4,0 10 10 3h 180/100 PD
10—-Inv 4,0 10 25 15 min 180/100 PD
11-Inv 4,0 10 25 ON 180/100 PPI
12-Inv 4,0 10 25 ON [1/6 H,O] 225/125 PPI
13-R 4,0 10 25 ON [1/6 H,O] 225/125 PPI
3h e 6h
14 -Inv 4,0 15e 20 25 [1/6 H,0] 225/125 PPI
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Tabela 48: Testes com transglutaminase sendo adicionada na etapa de
emulsilicagcdo do recheio com um dos materiais de parede: R — Referéncia
(recheio emulsionado na gelatina); Inv — Sistema “invertido” (recheio emulsionado
na goma arabica). O pH foi mantido em 4,0 para todos esses testes. Tg/ Ts —
temperaturas de entrada e saida no spray dryer fixadas em 225/125° C. Particulas
destruidas (PD), particulas parcialmente integras (PPI), particulas integras (PI). 18
horas (ON). [1/6 H;O] - redugdo do volume de agua de suspensao das particulas
para 1/6 do volume da agua usada na produgao do coacervado.

Teste Concentragao | Conc. da enzima | Temp Tempo Resultado
da gelatina* | (U/g de proteina)| (°C) de reacao

1-R 5 10 40 | 15,30 e 60 min PPI

2-R 5 20 40 30 e 60 min PD

* para valores acima de 2,5% (p/p) a solucao foi diluida para esse valor na hora da utilizacao.

Outros testes:

e Produgédo de coacervado com gelatina reticulada: solugédo de gelatina 5%
(p/p). Reagao: 10U/50° C/15 min, inativagdo: 85° C/15 min — liofilizagdo.
Gelatina reticulada usada na produgcdo do coacervado pelo método
convencional (Figura 33). Secagem Tg/Ts (°C): 180/100 Resultado:

Particulas destruidas.

Tabela 49: Testes com glutaraldeido sendo adicionado as microparticulas ja
formadas apds o resfriamento. Particulas destruidas (PD), particulas parcialmente
integras (PPI), particulas integras (Pl). O pH foi fixado em 4,0 e Tg/ Ts —

temperaturas de entrada e saida no spray dryer de 225/125° C.

Conc. do glutaraldeido Temp Tempo
Teste (mM/g de proteina) (°C) de reacgido Resultado
1-R 1,0 25 3h, ON Pl
2-R 0,25 25 3h PPI
3-R 0,25 25 ON Pl
4-R 0,1 25 ON PPI
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10.4. Anexo 4: Morfologia de microparticulas coacervadas liofilizadas

submetidas a congelamento rapido (nitrogénio liquido)

600x 10ky

10kv 8000x 10kv

—

Figura 76: Aspecto e detalhes da parede das microcapsulas tratadas com
glutaraldeido (1,0mM por g de proteina - 18 horas) secas por liofilizagdo
congeladas com nitrogénio liquido (congelamento rapido: Imagens obtidas por
Microscopia eletrénica de varredura: A — barra = 100um; B e C — barras = 10um; D
— barra = 1um. Imagens obtidas por Microscopia otica: E — captagdo em oleo,
barra = 40 um.
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10.5. Anexo 5: Curva padrao de oleoresina em etanol.

Curva padrao de oleoresina em etanol

2,5000

2,0000 -

y=14,601x + 0,0024
R% =1

1,5000

1,0000 +

Ansorbancia

0,5000

0,0000 \ ‘ ‘ !
0,0000 0,0500 0,1000 0,1500 0,2000

Concentragédo (mg/ml)

Figura 77: Curva padrao de oleoresina em etanol.
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10.6. Anexo 6: Espectro de varredura para oleoresina de paprica solubilidada

em etanol (concentragao de 0,16mg de oleoresina/mL de etanol.
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10.7. Anexo 7: Produgao cientifica no periodo de vigéncia da bolsa
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