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RESUMO  

O óleo de gérmen de trigo é fonte de tocoferóis, e por possuir alto teor de ácidos graxos 

insaturados, é suscetível à oxidação. A microencapsulação é usada para proteger o óleo e evitar 

sua oxidação lipídica. A gelificação iônica apresenta como vantagens a produção de partículas 

úmidas e com altas cargas de óleo encapsulado. O objetivo deste estudo foi a avaliação do 

efeito de amido de milho com diferentes teores de amilose (6,62, 28,46 e 61,10%), na forma 

de grânulos e gelatinizados, nas propriedades de matriz de alginato de sódio. A quantidade de 

amilose e a presença ou não do processo de gelatinização apresentaram influência nas 

propriedades dos géis e em seus comportamentos durante a digestibilidade in vitro. Géis 

produzidos com amidos de milho com médio e alto teor de amilopectina gelatinizados 

apresentaram alta liberação de glicose e microestrutura mais degradadas após o processo de 

digestão, mostrando-se como sistemas em potenciais para a microencapsulação de compostos 

que devem ser absorvidos na fase entérica da digestibilidade. Para a segunda etapa do projeto, 

definiu-se que o óleo de gérmen de trigo seria microencapsulado numa matriz composta por 

alginato de sódio e amido de milho com 28,46% de amilose gelatinizado. Foi investigada a 

influência da quantidade de amido de milho gelatinizado nas propriedades e estabilidade de 

partículas de óleo de gérmen de trigo produzidas por gelificação iônica, utilizando diferentes 

proporções de alginato e amido (2:0, 1:1, 1:2 e 1:4). As partículas apresentaram eficiências de 

encapsulação maiores que 90%. A substituição de uma parte de alginato por amido 

gelatinizado (matriz com proporção de alginato e amido de 1:1) melhorou significativamente 

a estabilidade oxidativa e a quantidade de tocoferóis em relação às partículas produzidas 

apenas com alginato de sódio, após 6 dias de estocagem acelerada, a 65 °C. Para a 

microencapsulação do óleo de gérmen de trigo, as emulsões passam por uma etapa de 

atomização, em que ficam sujeitas a altas taxas de cisalhamento, que podem influenciar em 

suas estabilidades e nas propriedades das partículas produzidas. Foi avaliada a influência do 

processo de atomização e da quantidade de amido gelatinizado na estabilidade e estrutura das 

emulsões. Emulsões sem ou com baixas quantidades de amido tiveram aumento no tamanho 

de gotas, enquanto as emulsões com maiores teores de amido mantiveram-se constantes após 

o processo de atomização.  

Palavras-chave: gelificação iônica; microestrutura; amilopectina; digestibilidade; tocoferóis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

Wheat germ oil is a source of tocopherols, and due to its high content of unsaturated fatty acids, 

it is susceptible to oxidation. Microencapsulation is used to protect the oil and prevent its lipid 

oxidation. Ionic gelation presents the advantages of producing wet particles with high 

encapsulated oil loads. The aim of this study was to evaluate the effect of corn starch with 

different amylose contents (6.62, 28.46 and 61.10%), in granules and gelatinized, on the 

properties of sodium alginate matrix. The amount of and the presence or absence of the 

gelatinization process influenced the properties of the gels and their behavior during in vitro 

digestibility. Gels produced with gelatinized medium and high amylopectin corn starches 

showed high glucose release and more degraded microstructure after the digestion process, 

showing as potential systems for the microencapsulation of compounds that must be absorbed 

in the enteric phase of digestibility. For the second stage of the project, it was defined that 

wheat germ oil would be microencapsulated in a matrix composed of sodium alginate and 

gelatinized corn starch with 28.46% amylose. The influence of the amount of gelatinized corn 

starch on the properties and stability of wheat germ oil beads produced by ionic gelation was 

investigated using different alginate and starch ratios (2: 0, 1: 1, 1: 2 and 1: 4). Beads presented 

encapsulation efficiencies greater than 90%. Replacing a part of alginate with gelatinized 

starch (1:1 alginate-starch ratio matrix) significantly improved oxidative stability and the 

amount of tocopherols, in relation to beads produced with sodium alginate alone, after 6 days 

of accelerated storage, at 65 °C. For the microencapsulation of wheat germ oil, emulsions 

undergo an atomization step, in which they are subjected to high shear rates, that can influence 

their stability and beads properties produced. The influence of the atomization process and the 

amount of gelatinized starch on the emulsions stability and structure was evaluated. Emulsions 

without or with low amounts of starch had an increase in droplet size, while emulsions with 

higher starch contents remained constant after the atomization process. 

Keywords: ionic gelation; microstructure; amylopectin; digestibility; tocopherols. 
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1.1 INTRODUÇÃO GERAL 

O óleo de gérmen de trigo é rico em ácidos graxos polinsaturados, que constituem 

cerca de 80% dos triglicerídeos (GHAFOOR et al., 2017). É conhecido como o óleo com maior 

quantidade de tocoferóis (vitamina E), quando comparado a outros óleos vegetais 

(MEGAHAD; EL KINAWY, 2002; OZCAN et al., 2013). O consumo de tocoferóis presentes 

no óleo de gérmen de trigo é considerado importante para a saúde humana, já que não são 

sintetizados pelo organismo (OZCAN et al., 2013). O alto teor de ácidos graxos polinsaturados 

torna o óleo de gérmen de trigo susceptível à oxidação, e para evitar esse problema, a sua 

microencapsulação apresenta-se como uma solução (CHAN; LIM; HENG, 2000; 

YAZICIOGLU; SAHIN; SUMNU, 2015). 

A microencapsulação é uma técnica versátil utilizada em diversas indústrias, como 

a química, farmacêutica e de alimentos. Existem várias razões para microencapsular um ativo, 

como por exemplo, para protegê-lo contra a degradação resultante de exposição a fatores 

ambientais, como água, oxigênio, altas temperaturas ou à luz (COMUNIAN et al., 2017; 

MOURA et al., 2018). A gelificação iônica é uma técnica que vem sendo usada para 

microencapsulação de compostos ativos (NOGUEIRA; PRATA; GROSSO, 2017; SILVA; 

SATO, 2017; TELLO et al., 2015). Ela apresenta como vantagem o fato de não ser necessário 

o uso de solventes orgânicos nem de temperatura ou pH extremos, o que a torna de menor custo, 

quando comparada a outras técnicas de microencapsulação (PATIL et al., 2010).  

O alginato de sódio é um polissacarídeo aniônico natural muito utilizado na 

microencapsulação por gelificação iônica. Ele é extraído de algas e é constituído de monômeros 

de ácidos α-L-gulurônico (G) e (1-4) β-manurônico (M) (THU et al., 1996). Quando os blocos 

G do alginato se ligam a cátions divalentes, como Ca2+ e Mg2+, formam estruturas 

tridimensionais conhecidas como modelo “caixa de ovos” (GRANT et al., 1973). Por suas 

propriedades de gelificação, alta biocompatibilidade e biodegradabilidade, o alginato é 

amplamente utilizado como material de parede de compostos ativos (HAUG; SMIDSRØD, 

1965; MARTINSEN; STORRØ; SKJÅRK-BRAEK, 1992) e fibras dietéticas (BROWNLEE et 

al., 2007; PAXMAN et al., 2008). 

Ao longo dos anos, muito já se estudou sobre produção de partículas por gelificação 

iônica. A modificação da matriz de alginato também já foi realizada com a adição de diversos 

compostos, como quitosana, gelatina, gomas arábica e xantana, seja para aumentar a eficiência 

de encapsulação do composto, ou para controlar sua liberação. O amido, tanto na forma de 

grânulos, quanto gelatinizado, foi utilizado na modificação da matriz de alginato em diversos 
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estudos, mostrando-se, em alguns casos, como um aditivo que fortaleceu a matriz em cápsulas 

produzidas por gelificação iônica. Os grânulos de amido apresentam-se como uma espécie de 

barreira tornando a matriz menos porosa, o que diminuiu a liberação do composto ativo 

(BISWAS; SAHOO, 2016; CÓRDOBA; DELADINO; MARTINO, 2013; HOSSEINI et al., 

2014; NAYAK; PAL, 2013). Amido gelatinizado de mandioca, batata e milho foram utilizados 

em combinação com alginato de sódio para microencapsular compostos ativos, como  tartarato 

de metoprolol, lornoxicam e microrganismos (Lactobacillus casei e Bifidobacterium bifidum), 

respectivamente (BISWAS; SAHOO, 2016; CHOWDARY; RAVI SHANKAR; 

SUBRAHMANYAM, 2014; KHOSRAVI ZANJANI et al., 2014). A combinação do alginato 

de sódio com o amido gelatinizado é capaz de produzir partículas com alta eficiência de 

encapsulação e pode ter a liberação do ingrediente ativo controlada, para que ele tenha sua 

absorção efetiva no local desejado.  

O amido é um carboidrato produzido pelas plantas, está em forma de grânulos que 

existem naturalmente dentro das células e é a maior fonte de carboidratos na alimentação 

humana (SINGH; DARTOIS; KAUR, 2010; SINGH et al., 2003). O grânulo de amido é 

semicristalino, com variações nos níveis de cristalinidade, por possuir uma região amorfa e uma 

cristalina (SINGH et al., 2003; WAIGH et al., 1997). A amilopectina é responsável pela 

cristalinidade do grânulo do amido, enquanto a região amorfa representa principalmente a 

amilose (ZOBEL, 1988). A gelatinização do amido é causada pela ruptura da estrutura granular, 

gerando moléculas que se dissolvem em água (ZOBEL, 1988). Segundo Copeland et al. (2009), 

a gelatinização ocorre quando o amido é aquecido na presença suficiente de umidade. Os 

grânulos absorvem água e incham, rompendo a organização cristalina irreversivelmente.  

A modificação da matriz de alginato por algum composto origina um novo material 

de parede para sistemas de encapsulação, que possuem comportamentos diferentes daqueles 

apresentados inicialmente, tanto nas propriedades, quanto durante o processo de digestibilidade 

in vitro. Atualmente não são encontradas pesquisas no que diz respeito ao efeito da razão de 

amilose e amilopectina presente no amido, nas propriedades da matriz de alginato durante a 

digestibilidade, somada ao uso ou não do processo de gelatinização do amido. Assim, o 

desenvolvimento deste trabalho visou avaliar a influência tanto da quantidade dos componentes 

do amido (amilose e amilopectina), quanto de sua gelatinização na matriz de alginato, e assim, 

contribuir com o desenvolvimento de novos sistemas para microencapsulação de compostos e 

sua liberação controlada, dependendo do objetivo desejado.  

Este trabalho foi desenvolvido em três etapas, que são apresentadas em um 

diagrama de fluxo (Figura 1.1). 
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Figura 1.1. Diagrama de fluxo das etapas realizadas durante o projeto de pesquisa. 

1.2 OBJETIVOS  

1.2.1 Objetivo Geral  

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar o efeito da incorporação de amido de 

milho com diferentes teores de amilose, gelatinizado ou não, em matriz de alginato. Definido o 

melhor sistema para encapsular óleo, avaliou-se a influência da concentração de amido de milho 

gelatinizado nas propriedades físico-químicas de emulsões e na estrutura e estabilidade de 

partículas produzidas com óleo de gérmen de trigo. Por fim, estudou-se o efeito das diferentes 

concentrações de amido na estabilidade de emulsões durante o processo de atomização para 

produção de partículas. 

1.2.2 Objetivos Específicos  

 Avaliar a influência da substituição de parte de alginato de sódio por amido de milho 

com teores de amilose de 6,62%, 28,46% e 61,10%, gelatinizado ou não, na produção 

de hidrogéis, quanto à sua resistência mecânica, capacidade de retenção de água e 

microestrutura. Estudar os efeitos do processo de digestibilidade in vitro em cada uma 

das formulações. 

 Desenvolver emulsões contendo alginato de sódio, óleo de gérmen de trigo e diferentes 

concentrações de amido de milho com 28,46% de amilose, e com a reticulação em 

cloreto de cálcio, produzir partículas. Caracterizar as emulsões e as partículas em 

relação às suas propriedades físicas e químicas. Avaliar a estabilidade oxidativa do óleo 
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e de tocoferóis presente durante o processo de estocagem. Verificar o efeito das 

diferentes concentrações de amido nas propriedades das emulsões e partículas. 

  Verificar a influência do processo de atomização na estabilidade de emulsões 

produzidas com óleo de gérmen de trigo, alginato de sódio e amido de milho com 

28,46% de amilose. Avaliar o efeito da quantidade de amido na estabilidade das 

emulsões durante a atomização. 

1.3 ESTRUTURA DA TESE 

Esta tese está apresentada em forma de Capítulos. O Capítulo 1 apresentada uma 

introdução geral, mostrando as motivações que justificam a realização desse trabalho, além dos 

objetivos gerais e específicos do projeto e a estruturação da tese. No Capítulo 2, é realizada 

uma Revisão Bibliográfica, em que são abordados aspectos teóricos dos sistemas estudados, 

além do relato sobre a literatura recente e relevante do tema abordado na tese. Os Capítulos 3, 

4 e 5 tratam de artigos gerados com os resultados obtidos durante a realização do projeto de 

pesquisa. No Capítulo 3, foram apresentados os resultados sobre a influência da adição de 

amido de milho de diferentes teores de amilose (6,62, 28,46 e 61,10%), gelatinizado e não 

gelatinizado, na matriz de alginato de sódio, em relação a propriedades mecânicas e 

microestrutura, antes e depois do processo de digestibilidade in vitro. No Capítulo 4, foi 

avaliada a influência da substituição de parte do alginato de sódio por amido de milho 

gelatinizado (28,46% de amilose), em diferentes concentrações, em emulsões e partículas 

produzidas com óleo de gérmen de trigo, por gelificação iônica e avaliada a estabilidade do 

óleo durante a estocagem. No Capítulo 5, foi estudada a influência da presença do amido 

gelatinizado na estabilidade das emulsões após o processo de atomização. O Capítulo 6 traz 

uma discussão geral e o Capítulo 7, a conclusão geral do desenvolvimento da tese. O Capítulo 

8 apresenta todas as referências bibliográficas utilizadas no desenvolvimento da tese. 
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2.1 MICROENCAPSULAÇÃO 

A microencapsulação é o processo de enclausurar um sólido, ou um líquido ou um 

gás dentro de uma camada de revestimento ou dentro de uma matriz. É um processo em que 

vários ingredientes alimentícios podem ser armazenados dentro de uma partícula microscópica 

ou recobertos, para proteção e/ou posterior liberação (SOBEL; VERSIC; GAONKAR, 2014). 

As micropartículas são pequenas esferas que normalmente consistem em duas 

partes: o recheio, que é a parte de dentro, e o material de parede. O recheio representa um 

ingrediente ativo, enquanto a camada protege o recheio e, na maioria das vezes, é formado de 

um ou mais polímeros naturais ou sintéticos (URBAS et al., 2017). As micropartículas são 

classificadas dependendo de como o recheio se posiciona dentro dela, como apresentado na 

Figura 2.1. A microcápsula de núcleo simples apresenta um só núcleo do material de recheio 

envolvido por uma camada do material de parede (i). As microesferas são aquelas em que o 

recheio se distribui em toda a estrutura do tipo matriz ou “esponja” (BAKRY et al., 2016; 

JAFARI et al., 2008; VASISHT, 2014). 

 

 

Figura 2.1. Tipos de microcápsulas. (i) microcápsula simples; (ii) matriz (microesfera); (iii) 

microcápsula irregular; (iv) microcápsula multinucleada; (v) microcápsula com multicamadas; 

(vi) cápsula multinucleadas. Adaptado de (BAKRY et al., 2016). 

A microencapsulação é uma técnica versátil utilizada em diversas indústrias, como 

a química, farmacêutica e de alimentos. Existem várias razões para se microencapsular um 

ativo, como por exemplo, para protegê-lo contra a degradação resultante de exposição a fatores 

ambientais, como oxigênio, altas temperaturas ou à luz. Normalmente, a vida de prateleira de 

um composto aumenta quando ele é microencapsulado (COMUNIAN et al., 2017a; MOURA 

et al., 2018). Em alguns casos, a microencapsulação pode ser utilizada para mascarar o sabor, 

odor ou cor desagradável de um ingrediente (STANGE; FÜHRLING; GIESELER, 2014). Além 
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disso, pode ser realizada para transformar um ingrediente líquido em um ingrediente sólido (pó) 

(LEE et al., 2018). Por fim, a microencapsulação é uma técnica de extrema importância na 

finalidade de controlar a liberação de um ingrediente ou composto ativo através da liberação 

controlada (BANNIKOVA et al., 2018). 

Diversas técnicas são utilizadas na microencapsulação, classificadas em físicas, 

químicas e físico-químicas. Dentre os métodos físicos, destacam-se o spray drying, o spray 

chilling e a extrusão, entre outros. Os métodos físico-químicos mais tradicionais são a 

coacervação simples e complexa (DESAI; PARK, 2005; FAVARO-TRINDADE; PINHO; 

ROCHA, 2008; MADENE et al., 2006). A gelificação iônica é uma técnica envolvendo uma 

ligação iônica entre um polissacarídeo e um íon de carga oposta e é amplamente utilizada para 

microencapsulação de compostos hidrofóbicos (AMIRI et al., 2020; HASHEMINEJAD; 

KHODAIYAN; SAFARI, 2019; KARIMIRAD; BEHNAMIAN; DEZHSETAN, 2020; SILVA 

et al., 2019; WISSAM; SAMER, 2019).  A escolha de qual método de encapsulação utilizar 

depende de vários fatores, como o tamanho da microcápsula desejado, a estabilidade do 

material de recheio, propriedades físicas e químicas dos materiais de recheio e de parede, 

mecanismos de liberação e a aplicação em que se deseja utilizar as micropartículas (SHAHIDI; 

HAN, 1993). 

2.2 GELIFICAÇÃO IÔNICA 

A gelificação iônica é uma técnica que vem sendo usada para microencapsulação 

de compostos ativos (NOGUEIRA; PRATA; GROSSO, 2017; SILVA; SATO, 2017; TELLO 

et al., 2015). Ela apresenta como vantagem o fato de não ser necessário o uso de solventes 

orgânicos nem de temperatura ou pH extremos, o que a torna de menor custo, quanto comparada 

a outras técnicas de microencapsulação (PATIL et al., 2010). Outra vantagem dessa técnica é 

que as micropartículas insolúveis formadas podem ser incorporadas a produtos com alto teor 

de umidade, como iogurte, por exemplo, o que não é possível com partículas em pó, que são 

solúveis em água (BUREY et al., 2008; COMUNIAN et al., 2017a; SILVA et al., 2018). 

A gelificação iônica trata da formação de géis devido a ligações formadas entre 

polissacarídeos e íons de cargas opostas, através de “cross-linking” (BUREY et al., 2008). A 

formação do gel acontece quando os íons, como por exemplo, de cálcio ou potássio, se 

difundem para a cadeia do polissacarídeo, resultando em um rearranjo estrutural e produzindo 

a matriz sólida (FUNAMI et al., 2009). 

Existem dois mecanismos de gelificação iônica: a gelificação interna (PONCELET 

et al., 1992) e a gelificação por difusão ou externa (DRAGET et al., 1998). A gelificação iônica 
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externa ou por difusão acontece quando se introduz uma solução de biopolímero em uma 

solução iônica. Por exemplo, para a produção de micropartículas de alginato, goteja-se a 

solução do biopolímero em uma solução gelificante carregada com cargas opostas. A 

gelificação começa na superfície da partícula, onde os íons reagem instantaneamente, 

aprisionando as moléculas de água na rede. Porém, a água ainda está livre, o que permite que 

os íons de cálcio migrem por difusão para o interior da partícula, favorecendo a reticulação 

(HELGERUD et al., 2010; SMRDEL et al., 2008). Consequentemente, pode ocorrer uma 

gelificação não homogênea da partícula, tornando a superfície rígida e o recheio menos 

reticulado (BUREY et al., 2008). 

Diversos estudos foram realizados com a gelificação iônica externa, tanto com 

microencapsulação de compostos hidrofílicos (MOURA et al., 2018; SILVA; SATO, 2017), 

como de compostos hidofóbicos (COMUNIAN et al., 2017b; TELLO et al., 2015). Moura et 

al. (2018) encapsularam antocianinas de hibisco, utilizando emulsão dupla e gelificação iônica, 

e observaram que houve alto índice de retenção dos compostos, sem causar degradação, 

mostrando ser uma técnica viável para estabilização de compostos sensíveis ao calor. Comunian 

et al. (2017b) produziu partículas de óleo de ecchio por gelificação iônica combinada com a 

técnica de microfluidica, concluindo que houve proteção oxidativa do óleo estudado. Tello et 

al. (2015) produziram partículas por gelificação iônica com alginato de sódio e pectina, 

contendo um óleo modelo e recobriram-as com proteína de clara de ovo e proteína do soro do 

leite. Os autores observaram que as partículas recobertas foram mais efetivas contra a oxidação 

lipídica que aquelas sem recobrimento. 

A gelificação interna baseia-se na adição de íons à solução de polissacarídeo e o 

“cross-linking” ocorre quando há mudança de pH e liberação dos íons de cálcio. Um sal de 

cálcio é adicionado à solução do polímero, sendo que o sal deve ser insolúvel na solução. 

Depois, é adicionado um ácido orgânico, para redução do pH, permitindo a solubilização dos 

íons de cálcio, que se complexam com os grupos carboxílicos do polímero. O gel é então 

formado conforme a penetração do ácido na fase aquosa, liberando os íons de cálcio (HOLKEM 

et al., 2017; PONCELET et al., 1992). 

Alguns estudos foram feitos utilizando-se os dois diferentes métodos de gelificação. 

Lupo et al. (2015) encapsularam extrato de cacau por gelificação interna e externa. Eles 

observaram que a gelificação externa produziu cápsulas menores, devido ao efeito da sinérese, 

ou seja, a perda de água, e o aumento da concentração do cálcio também resultou na diminuição 

do tamanho da partícula. Assim, as cápsulas formadas pela gelificação externa apresentaram-
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se mais duras que aquelas formadas pela interna, devido à rigidez da parede formada, já que o 

cálcio migra do exterior para o interior das cápsulas. 

2.3 GELIFICAÇÃO IÔNICA COM ALGINATO DE SÓDIO E AMIDO 

Com o objetivo de modificar a matriz de alginato, aumentar a retenção do composto 

ativo encapsulado e melhorar a estabilidade das partículas produzidas, diversas pesquisas são 

realizadas combinando-se alginato de sódio com outros polissacarídeos. Muitos deles 

utilizaram amido, de diversas fontes, gelatinizado ou nativo (BISWAS; SAHOO, 2016; 

CÓRDOBA; DELADINO; MARTINO, 2013; ETCHEPARE et al., 2016; ODEKU et al., 

2017). A Tabela 2.1 apresenta trabalhos realizados utilizando alginato de sódio e diferentes 

tipos de amido, para encapsular diversos compostos. 
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Tabela 2.1. Encapsulação de compostos utilizando alginato de sódio e diferentes tipos de amido, pelo 

método de gelificação iônica. 

Tipo de Amido  Composto ativo EE Liberação Referência 

Hi-maize não 

gelatinizado (2%) 
Nisina 

EE aumentou de 50,46% 

sem amido para 55,30% 

com amido 

As taxas de liberação 

foram menores para 

partículas com amido 

(HOSSEINI et al., 

2014) 

Amido de 

mandioca 

gelatinizado (0, 

10, 20, 30, 50%) 

Metronidazol 

EE aumentou de 30,22% 

(sem amido) para 

54,17% (com 50% de 

amido); 60,37% (com 

30%);  

Liberação entérica foi 

mais rápida em 

partículas com maiores 

quantidades de amido 

(ODEKU et al., 

2017) 

Amido de milho 

não gelatinizado 

(0,1; 0,5; 1; 2; 5 e 

10%) 

Antioxidantes de 

erva mate 

Adição de 2% de amido 

aumentou EE de 55% 

65%  

2% de amido diminuiu a 

erosão das partículas. 

(CÓRDOBA; 

DELADINO; 

MARTINO, 2013) 

Amido de semente 

de jaca não 

gelatinizado 

Cloridrato de 

metformina 

Aumento da quantidade 

de amido influenciou 

positivamente na EE 

Em pH 7,4, a liberação 

do medicamento 

diminuiu com o aumento 

da quantidade de amido. 

(NAYAK; PAL, 

2013) 

Amido de araruta 

gelatinizado e não 

gelatinizado (0,25; 

0,5 e 1%) 

Diclofenaco de 

sódio 

EE aumentou com os 

dois amidos. Aumento 

maior com amido 

gelatinizado 

Em pH 6,8, partícula 

com amido gelatinizado 

teve liberação mais lenta 

(KHLIBSUWAN; 

TANSENA; 

PONGJANYAKUL

, 2018) 

Amido de milho 

com alto teor de 

amilose (2,0%) 

Cafeína 

Com adição de amido, 

EE aumentou de 71,2% 

para 78,86% 

A liberação em 

condições bucais foi 

mais lenta com a adição 

de amido 

(MOHAMMADI; 

EHSANI; 

BAKHODA, 2018) 

Amido de fruta-

pão gelatinizado 

com diferentes 

proporções de 

alginato:amido 

Teofilina 

EE de encapsulação 

aumentou para todas as 

formulações com adição 

de amido 

Adição de amido 

retardou a liberação em 

condições gastro-

intestinais 

(OKUNLOLA; 

ADEWUSI, 2019) 

 

    

     

Para produção de partículas de alginato de sódio, autores adicionaram diversos tipos 

de amido na formulação das partículas. Nayak e Pal (2013) utilizaram amido de semente de 

jaca para a microencapsulação de cloridrato de metformina e observaram que o aumento da 

quantidade de amido influencia positivamente na eficiência de encapsulação. Os autores 

explicaram que, com o aumento do teor de amido, a viscosidade da solução para a formação 

das partículas aumenta e impede que o medicamento se difunda para a solução gelificante. A 
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concentração da solução gelificante de cloreto de cálcio também foi determinante para a 

eficiência de encapsulação, já que com baixas concentrações, o “cross-linking” pode ter sido 

insuficiente, permitindo a presença de poros maiores nas partículas, por onde o medicamento 

pode ter difundido. As partículas tiveram seus tamanhos aumentados com a adição de amido, 

pois com a diminuição de alginato, o número de ânions para o “cross-linking” foi reduzido, 

diminuindo a compactação da partícula. O tamanho aumentou também com o aumento da 

concentração de CaCl2, devido ao inchamento do gel pelo alto grau de “cross-linking”. Até 2 

horas após o início do experimento de liberação, em pH 1,2, característico do estômago, a 

quantidade de cloridrato de metformina liberada das partículas foi menor que 15%. Uma 

pequena quantidade é liberada devido às moléculas do medicamento que estão aderidas na 

superfície da partícula. Após 10 horas de experimentos (em pH 7,4 por 8 horas), a liberação do 

medicamento diminui com o aumento da quantidade de amido. O amido possui propriedades 

hidrofílicas, ligando-se à água para formar estrutura de gel viscosa, que bloqueia os poros na 

superfície das cápsulas e mantem o medicamento dentro da matriz da partícula.  

Hosseini et al. (2014) produziram partículas contendo nisina utilizando amido com 

alto teor de amilose e alginato de sódio. A adição do amido aumentou a eficiência de 

encapsulação, pois o amido apresentou efeito de estabilização da matriz do alginato. O tamanho 

das partículas também foi influenciado com a adição de amido, devido ao aumento da 

viscosidade, que gera gotas maiores, e consequentemente, partículas maiores. A liberação de 

nisina apresentou dois estágios. No primeiro estágio, a liberação foi rápida, pois correspondeu 

à nisina que estava na superfície das partículas. No segundo estágio, a liberação foi gradual, 

pois foi atribuída à degradação do polímero ou difusão da nisina de dentro para fora das 

partículas. Partículas com maiores quantidades de nisina apresentaram quantidade de liberação 

menor, enquanto partículas com menores quantidades, apresentaram maior liberação 

fracionada. Partículas menores (com menores quantidades de nisina) liberam o medicamento 

mais rapidamente, pois a difusão é mais fácil. Partículas maiores começam a liberar a nisina 

quando a matriz polimérica degrada. As taxas de liberação foram menores para partículas com 

amido resistente, pois sua presença na matriz de alginato retarda a liberação. 

Córdoba, Deladino e Martino (2013) utilizaram amido de milho combinado com 

alginato de sódio na gelificação iônica para microencapsular antioxidantes extraídos de erva 

mate. Foram utilizadas quantidades de 0,1; 0,5; 1, 2, 5 e 10 g de amido para cada 100 g de 

solução da mistura de alginato de sódio e antioxidantes. Foi observado que a eficiência de 

encapsulação aumentou de 55% referente às partículas sem amido de milho para 65% quando 

se acrescentou 2g de amido de milho. As partículas produzidas com 0,1 e 0,5 g de amido não 
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tiveram melhora na EE em relação às partículas sem amido. Acima de 2 g de amido, não houve 

diferença significativa na EE. Foi realizada análise de cinética de liberação controlada e os 

dados experimentais foram ajustados aos modelos de Ritger e de Peppas. Através desses ajustes, 

foi possível concluir que a difusão foi o mecanismo principal responsável pela liberação dos 

polifenóis nas partículas que continham amido, enquanto o mecanismo de erosão apresentou-

se quase desprezível. Isso pode ser explicado devido aos grânulos de amido que fortalecem a 

matriz do alginato e evitam sua erosão. 

Em um estudo para produzir partículas carregadas com metronidazol, foram 

utilizadas soluções de 0, 10, 20, 30 e 50% de amido de mandioca gelatinizado misturados com 

solução de alginato de sódio 2%, de modo que a concentração total de polímero fosse 2% e que 

a proporção entre polímeros:composto fosse de 2:1. Foi observado que as partículas referentes 

à solução de 30% de amido apresentaram eficiência de encapulação (EE) aumentada para 

60,37%, em relação àquelas sem amido, que possuíam EE de 30,22%. Entretanto, as partículas 

com 50% apresentaram EE de 54,17%, provavelmente porque houve saturação de retenção do 

fármaco, já que a matriz alginato-amido tornou-se mais porosa. Em relação à liberação entérica, 

as partículas com amido apresentaram liberação mais rápida do que aquelas apenas com 

alginato (ODEKU et al., 2017). 

Em um estudo, amido de araruta gelatinizado e não gelatinizado foram adicionados 

em partículas de alginato de sódio para microencapsulação de diclofenaco de sódio. Houve 

aumento da eficiência de encapsulação nas partículas produzidas com o amido nas duas formas, 

nas diferentes concentrações utilizadas (0,25; 0,5 e 1,0%), indicando que a presença de amido 

gerou uma matriz mais densa que impediu a perda de água durante o processo de produção das 

partículas. Porém, as partículas produzidas com amido de araruta gelatinizado apresentaram 

maior quantidade da droga, devido às cadeias linear da amilose e ramificada da amilopectina 

que estão lixiviadas após a gelatinização e interagiram com as cadeias de alginato antes da 

reticulação, formando uma rede mais forte do que a produzida com amido não gelatinizado. A 

adição de 1% de amido nas duas diferentes formas diminuiu a liberação da droga em ambiente 

ácido, embora as partículas com amido não gelatinizado apresentaram menor liberação que 

aquelas produzidas com amido gelatinizado. Após a mudança de pH ácido para pH 6,8, as 

partículas com amido gelatinizado apresentaram liberação mais lenta que as partículas apenas 

com alginato e com amido não gelatinizado, devido a interações moleculares entre o alginato e 

o amido gelatinizado que fortaleceram a matriz (KHLIBSUWAN; TANSENA; 

PONGJANYAKUL, 2018). 
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Cafeína foi microencapsulada em matriz de alginato de sódio combinado com 

diversos materiais separadamente (amido de milho com alto teor de amilose, proteína de leite, 

xantana e recobrimento de quitosana). A adição de 2% de amido ao alginato de sódio aumentou 

a eficiência de encapsulação de 71,2% para 78,86%. Os resultados apresentaram que a liberação 

da cafeína em condições bucais tornou-se mais lenta com a presença de amido, quando 

comparada com a formulação obtida apenas com alginato (MOHAMMADI; EHSANI; 

BAKHODA, 2018). 

Okunlola e Adewusi (2019) produziram partículas contendo teofilina por 

gelificação iônica com razões de alginato e de amido de fruta-pão gelatinizado, com 

recobrimento com quitosana. Independente da proporção de amido utilizada, houve aumento 

da eficiência de encapsulação e retenção do composto, quando comparado à formulação apenas 

com alginato. O comportamento da liberação de teofilina durante 8 horas em condições gastro-

intestinais foram dependentes da quantidade de amido utilizado e da proporção entre polímeros 

e a droga, mas de um modo geral, a presença do amido contribuiu para atrasar a liberação do 

composto, devido à estrutura da matriz que se tornou menos porosa e diminuiu a difusão da 

droga encapsulada. 

2.4 EMULSÕES 

As emulsões são formadas por dois líquidos imiscíveis, em que um deles está 

disperso em outro na forma de gotas. A fase dispersa é a substância que forma as gotas e a fase 

contínua é a substância que compõe o meio.  Um sistema que possui gotas de óleo dispersas em 

água é chamado de emulsão óleo em água (O/A) e aquele que possui gotas de água dispersas 

em óleo é chamado emulsão água em óleo (A/O). Exemplos de emulsões óleo em água são 

maionese, sopas e molhos e de água em óleo são manteiga e margarina (GUZEY; 

MCCLEMENTS, 2006; MCCLEMENTS; DECKER; WEISS, 2007). As emulsões são 

classificadas conforme o diâmetro das gotas. Existem as nanoemulsões, com 10-100 nm, as 

microemulsões, com 100-1000 nm e as macroemulsões, com 0,5-100 μm (WINDHAB et al., 

2005).  

Com o passar do tempo, há uma tendência natural de separação das fases numa 

emulsão, devido à diminuição da área de contato interfacial. Para aumentar a estabilidade 

cinética das emulsões, são utilizadas substâncias chamadas surfactantes e/ou estabilizantes 

(MCCLEMENTS; DECKER; WEISS, 2007). Os surfactantes são adsorvidos na superfície das 

gotas e formam uma camada protetora, reduzindo a tensão interfacial (MCCLEMENTS; 

DECKER; WEISS, 2007). Eles podem ser divididos em dois grupos, de acordo com sua massa 
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molecular. Existem os de baixa massa molecular, como por exemplo, os monoglicerídeos, 

polissorbatos e a lecitina e os compostos macromoleculares, que usualmente são proteínas, 

como do leite, do ovo e da soja (DICKINSON, 2003). 

Outra maneira de se aumentar a estabilidade de emulsões é alterando-se sua fase 

contínua, como por exemplo, aumentando sua viscosidade, que diminui ou impede o 

movimento das gotas. Para isso, são utilizadas substâncias chamadas estabilizantes (GUZEY; 

MCCLEMENTS, 2006). Alguns polissacarídeos são utilizados como estabilizantes, como 

alginato, gomas carragena, xantana e gelana (MCCLEMENTS; DECKER; WEISS, 2007). 

A solução de alginato de sódio é utilizada como fase contínua, muitas vezes na 

tentativa de aumentar a estabilidade das emulsões (ARTIGA-ARTIGAS; ACEVEDO-FANI; 

MARTÍN-BELLOSO, 2017; GU; DECKER; MCCLEMENTS, 2004). Soluções de amido 

gelatinizado também vem sendo estudadas como um meio de alterar as propriedades físico-

químicas das emulsões e melhorar sua estabilidade (VILLAMONTE; JURY; DE 

LAMBALLERIE, 2016). 

2.5 ALGINATO DE SÓDIO 

O alginato é um polissacarídeo aniônico natural composto do ácido α-L-gulurônico 

(G) e do ácido β-D-manurônico (M) (SARKER et al., 2015). Os dois ácidos são unidos 

linearmente por meio de ligações glicosídicas α-1,4. O alginato possui em sua cadeia regiões 

homopoliméricas de ácido D-manurônico (MM) e ácido L-gulurônico (GG), que são 

intercaladas com regiões heteropoliméricas de M e G (MG). Suas cadeias são apresentadas na 

Figura 2.2 (GOH; HENG; CHAN, 2012). A razão entre os monômeros M e G do alginato e sua 

sequência variam de acordo com a sua origem e influenciam nas propriedades químicas e físicas 

(SARKER et al., 2015). A distribuição de cargas negativas ao longo da estrutura do alginato, 

quando este se encontra em solução aquosa, é devido ao arranjo sequencial dos ácidos D-

manurônico e L-gulurônico presentes (ANNAN; BORZA; HANSEN, 2008). 
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Figura 2.2. Componentes do alginato: G-G, M-M e blocos M-G (GOH; HENG; CHAN, 2012). 

O alginato de sódio rico em ácido gulurônico é mais solúvel em água do que aquele 

rico em ácido manurônico. A viscosidade da solução de alginato de sódio é fortemente 

relacionada à concentração e ao número de unidades monoméricas nos segmentos de alginato. 

Em concentrações similares, alginato com segmentos longos apresentam altas viscosidades. A 

viscosidade da solução de alginato pode ser afetada pela massa molecular dos segmentos 

poliméricos constituintes do alginato (GOH; HENG; CHAN, 2012). 

O alginato apresenta-se como um agente encapsulante muito utilizado, devido a sua 

propriedade de gelificação na presença de cálcio ou de outro íon bivalente ou trivalente. Quando 

o alginato de sódio é gotejado em uma solução de cloreto de cálcio, são formados géis esféricos 

rígidos de alginato de cálcio. A gelificação do alginato ocorre pela troca dos íons sódio dos 

ácidos gulurônicos pelos cátions bivalentes da solução gelificante, ocasionando a junção entre 

as cadeias e a formação de uma rede tridimensional (HU; AZADI; ARDEKANI, 2015). Os géis 

de alginato de cálcio são muito utilizados na indústria farmacêutica e alimentícia, pois não 

apresentam toxicidade e serem formados com facilidade (LEE; MOONEY, 2012). 

O gel de alginato é formado por um mecanismo de interação de segmentos G (ácido 

gulurônico) do alginato com os íons de cálcio. Esse mecanismo é explicado pelo modelo “caixa 

de ovos”. Os blocos G do alginato se alinham, formando uma cavidade, onde os cátions 

divalentes de cálcio se ligam, formando uma rede tridimensional. A estrutura formada é 

semelhante a uma caixa de ovos, em que os ovos representam os cátions de Ca2+ (GRANT et 

al., 1973). A estrutura do gel de alginato é apresentada na Figura 2.3 (ONSOYEN, 1997). 
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Figura 2.3. Estrutura do modelo “caixa de ovos” de um gel de alginato formado com íons Ca2+ 

(ONSOYEN, 1997). 

Os géis de alginato apresentam estabilidade térmica, o que permite que sejam 

submetidos a tratamentos térmicos (inclusive cozimento e esterilização) sem serem alteradas 

sua forma e características reológicas. Essa característica dos géis de alginato também 

possibilita que eles sejam armazenados à temperatura ambiente (ONSOYEN, 1997). 

Puguan, Yu e Kim (2014) estudaram as propriedades físico-químicas e a difusão da 

vitamina B12 nas cápsulas de alginato de cálcio. Para a gelificação externa, foi observado que a 

formação do gel não foi um fenômeno instantâneo e que o processo para o alcance da maturação 

leva cerca de 15 horas. A concentração de cálcio, a força iônica e o pH determinaram a cinética 

da formação do gel e o volume e estabilidade das cápsulas. As cápsulas produzidas pela 

gelificação interna apresentaram-se mais uniformes e com estrutura do gel menos rígida, além 

de tamanho de poros maiores, o que favoreceu a difusão da vitamina B12. Os autores concluíram 

que as partículas produzidas por ambos os métodos possuem a habilidade de controle de 

transferência de massa. 

2.6 AMIDO 

Diversos tipos de amido são utilizados como material de parede para diferentes 

técnicas de microencapsulação, como spray drying e gelificação iônica  (BLEMUR et al., 2016; 

CHAN et al., 2011; ETCHEPARE et al., 2016). Em muitos estudos, o amido se mostrou como 

um aditivo que fortaleceu a matriz de alginato em cápsulas produzidas por gelificação iônica. 

Os grânulos de amido se apresentaram como uma espécie de barreira, ocupando espaços 

intersticiais dos poros da matriz de alginato, o que diminuiu a liberação do composto ativo nesse 

tipo de partícula (BISWAS; SAHOO, 2016; CÓRDOBA; DELADINO; MARTINO, 2013; 

HOSSEINI et al., 2014; NAYAK; PAL, 2013). 
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O amido é o carboidrato mais comum produzido pelas plantas, está em forma de 

grânulos que existem naturalmente dentro das células e é a maior fonte de carboidratos na 

alimentação humana (SINGH; DARTOIS; KAUR, 2010; SINGH et al., 2003). Ele é o 

carboidrato de reserva de muitas plantas e é depositado como grânulo insolúvel e semicristalino 

em tecidos de reserva como grãos, tubérculos e raízes e seu tamanho e forma dependem da 

espécie e da maturidade da planta (COPELAND et al., 2009; MANNERS, 1989). 

O grânulo de amido é semicristalino, com variações nos níveis de cristalinidade, 

por possuir uma região amorfa e uma cristalina (SINGH et al., 2003; WAIGH et al., 1997). A 

amilopectina é responsável pela cristalinidade do grânulo do amido, enquanto a região amorfa 

representa principalmente a amilose (ZOBEL, 1988). A maior porção presente no grânulo de 

amido é de amilopectina, que corresponde à cerca de 70% a 80% do grânulo (MANNERS, 

1989). 

A amilose apresenta cadeia linear longa, com unidades de D-glicose e em torno de 

99% das ligações do tipo α-(1→4) (SINGH; DARTOIS; KAUR, 2010; SINGH et al., 2003; 

TESTER; KARKALAS; QI, 2004). A amilose tem um peso molecular entre 105 Da e 106 Da, 

correspondendo ao grau de polimerização (DP) de 1000 a 10000 unidades de glicose. Menos 

que 0,5% da glicose na amilose são de ligações α-(1→6), resultando no baixo grau de 

ramificação, e a estrutura possui de 3 a 11 cadeias e aproximadamente 200-700 resíduos de 

glicose por molécula. Devido ao baixo grau de ramificação, a amilose dissolvida tem tendência 

a formar agregados insolúveis semicristalinos, dependendo da localização da ramificação na 

estrutura (COPELAND et al., 2009). 

A amilopectina é um polímero maior que a amilose, com peso molecular 

aproximado de 107 Da a 109 Da (MUA; JACKSON, 1997) e grau de polimerização (DP) na 

faixa de 9600 e 15900 (TAKEDA; SHIBAHARA; HANASHIRO, 2003). A amilopectina 

possui um dos maiores pesos moleculares conhecidos entre os polímeros naturais (KARIM; 

NORZIAH; SEOW, 2000). Muitos grânulos de amido possuem de 60% a 90% de amilopectina, 

embora existam amidos cerosos, que contém 100% de amilopectina. A amilopectina tem 

aproximadamente 5% de sua glicose em ligações α-(1→6), e em torno de 95% de ligações α-

(1→4) (BULÉON et al., 1988; TESTER; KARKALAS; QI, 2004), dando-lhe alto nível de 

ramificação, e arranjo molecular complexo que pode variar dependendo da localização e do 

comprimento das ramificações. Os ramos de amilopectina são classificados de acordo com o 

padrão de substituição: cadeias A são definidas como insubstituíveis, cadeias B são substituídas 

por outras cadeias e cadeias C carregam a glicose resultante (COPELAND et al., 2009). As 

estruturas da amilopectina e da amilose são apresentadas na Figura 2.4 (TESTER; 
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KARKALAS; QI, 2004). 

 

Figura 2.4. Estruturas da amilose e amilopectina (ZOBEL, 1988). 

2.6.1 Gelatinização do amido 

A gelatinização do amido é causada pela ruptura da estrutura granular, gerando 

moléculas que se dissolvem em água (ZOBEL, 1988). Segundo Copeland et al. (2009), a 

gelatinização ocorre quando o amido é aquecido na presença suficiente de umidade. Os grânulos 

absorvem água e incham, rompendo a organização cristalina irreversivelmente. Segundo 

Jenkins e Donald (1998), a água primeiramente entra nos anéis de crescimento amorfos e em 

certo grau de inchaço, a tensão é transmitida através das moléculas conectadas da região amorfa 

para a região cristalina. As moléculas de amilose começam a lixiviar dos grânulos de amido, à 

medida que são rompidos sob cisalhamento, e a viscosidade aumenta ao máximo. Nesse ponto 

da gelatinização, ainda existem muitos grânulos inchados, mas ainda não rompidos. Então, 

conforme a maioria dos grânulos são rompidos, ocorre um decréscimo na viscosidade da pasta, 

e as moléculas de amido são dispersas na fase aquosa (COPELAND et al., 2009). A taxa e 

extensão do inchaço e quebra são dependentes do tipo e da quantidade de amido, do gradiente 

de temperatura, da força de cisalhamento e da composição da mistura, como por exemplo, a 

presença de lipídios e proteínas (DEBET; GIDLEY, 2007). 

A gelatinização começa no “hilum” do grânulo e dilata-se rapidamente para a 

periferia. Ela ocorre inicialmente na região amorfa, porque nessas áreas as ligações de 

hidrogênio estão enfraquecidas, diferentemente das regiões cristalinas (SINGH et al., 2003). A 

temperatura de gelatinização de muitos amidos está entre 60 °C e 80 °C. Em geral, há uma 
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relação negativa entre o conteúdo de amilose do amido e a temperatura de gelatinização e o 

pico de viscosidade (COPELAND et al., 2009). 

As temperaturas de gelatinização e entalpias associadas com a gelatinização 

endotérmica estão relacionadas ao grau de perfeição cristalina, que é variável entre as diferentes 

espécies de amido (SINGH et al., 2003). A estrutura molecular da amilopectina e a razão entre 

material cristalino e amorfo controlam a gelatinização e as propriedades de inchaço. A 

temperatura de pico (Tp) indica a medida da qualidade cristalina (comprimento de dupla hélice). 

A entalpia de gelatinização (ΔHgel) é indicador da perda da ordem molecular dentro do grânulo 

(TESTER; MORRISON, 1990). As moléculas ramificadas de amilopectina formam duplas 

hélices que se agrupam em domínios cristalinos. Assim, quanto maior o teor de amilopectina 

no grânulo, maior sua cristalinidade, o que explica a sugestão de Singh et al. (2003) em calcular 

os valores de ΔHgel em base de amilopectina. 

2.7 ÓLEO DE GÉRMEN DE TRIGO 

O gérmen de trigo, um subproduto da moagem do trigo, é um produto rico em 

nutrientes, contendo cerca de 10-15% de lipídeos, 26-35% de proteínas, 17% de açúcares, 1,5-

4,5% de fibras, 4% de minerais e vários compostos bioativos, como tocoferóis, fitoesteróis, 

carotenóides, fenólicos, folatos, tiamina e riboflavina (BRANDOLINI; HIDALGO, 2012). 

O óleo de germen de trigo bruto geralmente tem a cor escura e, dependendo de suas 

condições oxidativas, pode ter forte odor e sabor (WANG; JOHNSON, 2001). Durante o refino 

do óleo, para eliminação de compostos indesejáveis e produção de um óleo com alta qualidade 

e estabilidade, procura-se retirar o mínimo de nutrientes e tocoferóis possível, mas normalmente 

há uma perda (BRANDOLINI; HIDALGO, 2012). 

A composição de ácidos graxos do óleo de gérmen de trigo pode variar dependendo 

da variedade do trigo, das características do gérmen, como rancidez, maturidade e qualidade, e 

das condições dos métodos de separação, extração e estocagem. O óleo de gérmen de trigo é 

rico em ácidos graxos polinsaturados, que constituem cerca de 80% dos triglicerídeos. O ácido 

graxo mais abundante é o ácido linoleico (18:2), que representa em média de 42 a 59 % do total 

de triglicerídeos, seguido do ácido palmítico (16:0) e do ácido oleico (18:1). O ácido esteárico, 

que é um ácido graxo saturado, representa menos de 2% dos triglicerídeos (GHAFOOR et al., 

2017). Os principais ácidos graxos que compõem o óleo de gérmen de trigo são apresentados 

na Tabela 2.2. 
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Tabela 1.2. Porcentagem de cada ácido graxo presente no óleo de gérmen de trigo. Adaptado 

de (GHAFOOR et al., 2017). 

Ácido graxo % do total de ácidos graxos (%) 

Ácido linoleico (18:2) 49-60 

Ácido oleico (18:1) 14-25 

Ácido palmítico (16:0) 11-17 

Ácido linolênico (18:3) 4-10 

Ácido esteárico (18:0) 0,6-3,6 

 

O óleo de gérmen de trigo é conhecido como o óleo com maior quantidade de 

tocoferóis (vitamina E), quando comparado a outros óleos vegetais, podendo alcançar 2500 

mg/Kg de óleo, sendo o α-tocoferol o mais abundante (cerca de 60%) (MEGAHAD; EL 

KINAWY, 2002; OZCAN et al., 2013). Os tocoferóis são compostos por um núcleo de 

cromanol e uma cadeia lateral saturada de 16 carbonos. Existem diferentes formas de tocoferóis, 

α, β, γ e δ, dependendo do número e da localização do grupo metil no núcleo de cromanol 

(GHAFOOR et al., 2017).  

A quantidade de fitoesteróis no óleo de gérmen de trigo também se apresenta maior 

do que outros óleos comerciais, principalmente sitoesterol e campesterol (EISENMENGER; 

DUNFORD, 2008). Além disso, o óleo de gérmen de trigo é fonte de outras vitaminas e 

minerais, como vitaminas A, B1, B3, B5 e B6, ácido fólico, riboflavina, tiamina, magnésio, 

ferro e zinco (GHAFOOR et al., 2017). 

O consumo de ácidos graxos presentes no óleo de gérmen de trigo é considerado 

importante para a saúde humana, já que não são sintetizados pelo organismo. Eles ajudam na 

síntese de grupos de hormônios chamados prostaglandinas, que são importantes para as 

contrações musculares e nas propriedades anti-inflamatórias (OZCAN et al., 2013). O óleo de 

gérmen de trigo, devido aos seus compostos bioativos, como tocoferóis e carotenoides, está 

associado a diferentes benefícios nutricionais e de saúde, como a redução dos níveis de 

colesterol e gordura no fígado, a melhora da resistência física, a prevenção de doenças e o 

adiamento dos efeitos do envelhecimento (BRANDOLINI; HIDALGO, 2012; GHAFOOR et 

al., 2017).  

O alto teor de ácidos graxos polinsaturados torna o óleo de gérmen de trigo 

susceptível à oxidação e antioxidantes são utilizados para evitar o problema. Porém, o uso 

desses compostos pode alterar a cor, textura e sabor do produto (YAZICIOGLU; SAHIN; 

SUMNU, 2015). Além disso, quando adicionado em alimentos na sua forma livre, o óleo de 

gérmen de trigo, além de oxidar, pode alterar as propriedades originais do alimento, como cor, 
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odor e sabor.  

Para evitar a oxidação do óleo de gérmen de trigo, alguns autores estudaram sua 

microencapsulação. Yaziciogly, Sahin e Sumnu (2015) utilizaram a técnica de emulsificação e 

secagem por liofilização, utilizando como materiais de parede maltodextrina e concentrado 

proteico de soro (WPC), em diferentes proporções (3:1, 2:2, 1:3). Foi observado que 

aumentando a quantidade de WPC em relação à maltodextrina, foram obtidos melhores 

resultados quanto à eficiência de encapsulação e partículas com menores diâmetros. Não foram 

realizados estudos quanto à oxidação do óleo de gérmen de trigo livre e encapsulado. 

Um estudo foi realizado para encapsular óleo de gérmen de trigo por emulsificação, 

utilizando alginato de sódio e amido Encapsul 855 (mistura de dextrina de mandioca e dextrina 

de milho) e a máxima eficiência de encapsulação obtida foi de 88%. Observou-se que a 

eficiência de encapsulação aumentou conforme o aumento da concentração de óleo na 

preparação da emulsão. Nesse estudo, os autores não realizaram análise de oxidação do óleo de 

gérmen de trigo (CHAN; LIM; HENG, 2000). 
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Abstract 

The aim of this work was to evaluate the effects of gelatinized and non-gelatinized corn 

starches with different amounts of amylose (6.62, 28.46, and 61.10%) in the alginate matrix in 

relation to mechanical properties and microstructure before and after in vitro digestibility. The 

use of alginate together with corn starch with different amounts of amylose, in the gelatinized 

and non-gelatinized form, resulted in gels with different morphological characteristics. All 

hydrogels produced with gelatinized starches showed a more closed microstructure when 

compared to those produced with non-gelatinized starches due to the mixed network formed 

by the alginate matrix and the leached chains during gelatinization. After digestion, the 

microstructure of these gels became more porous, and the stress at rupture decreased in relation 

to the initial sample, while the modifications for the sample with non-gelatinized starches were 

less pronounced due to the susceptibility of gelatinized starch to enzymes. Gels with 

gelatinized common and high amylopectin starches presented higher amounts of released 

glucose and a more degraded microstructure after digestion, indicating that it is a suitable 

system for enteric delivery. Compound release can be controlled depending on the amylose 

amount and the form of corn starch used in combination with alginate to produce a matrix. 

Keywords: ionic gelation, hydrogel, starch, amylopectin, microstructure, digestibility 
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3.1 INTRODUCTION 

Hydrogels are polymeric materials with a three-dimensional network structure, and 

in aqueous medium, can swell considerably without dissolution. Hydrogels are widely used in 

the controlled release of compounds due to the facility with which they disperse in the matrix, 

to the soft tissue biocompatibility, and to the high control of release (Wang, Luo, Chen, Fu, & 

Tamer, 2020; Zhang et al., 2020). The properties of hydrogels depend on the physicochemical 

characteristics of the macromolecules and on external conditions (Picone & Cunha, 2011). 

Alginate and alginate-starch hydrogels have been studied widely for compound 

encapsulation, aiming at their protection and delivery (Bannikova, Evteev, Pankin, Evdokimov, 

& Kasapis, 2018; Bušić et al., 2018; Khlibsuwan, Tansena, & Pongjanyakul, 2018). Some 

authors observed that the use of starch in alginate hydrogels modified the matrix structure, 

generating systems that allowed a slower release of the compound (Mohammadi, Ehsani, & 

Bakhoda, 2018; Okunlola & Adewusi, 2019). 

Sodium alginate is a natural anionic polysaccharide extracted from brown algae, 

consisting of α-L-guluronic acid (G) and (1-4)-linked β-mannuronic acid (M) monomers (Thu 

et al., 1996); it generates three-dimensional structures by binding of G blocks to divalent 

cations, such as Ca2+, and Mg2+, known as the “egg box” model (Grant, Morris, Rees, Smith, 

& Thom, 1973). Due to its gelling property and high biocompatibility and biodegradability, 

alginate is used as wall material for the encapsulation of compounds (Bevilacqua et al., 2019; 

Pereira et al., 2019) and as dietary fiber (Brownlee et al., 2007; Paxman, Richardson, Dettmar, 

& Corfe, 2008). 

Starch is a biodegradable, non-toxic, inexpensive, and abundantly available 

material. Starch granules are composed of amylose and amylopectin molecules and present a 

semi-crystalline structure due to the amorphous and crystalline regions (Singh, Singh, Kaur, 

Sodhi, & Gill, 2003). Amylopectin is responsible for the crystallinity of starch granules, and 

the amorphous region mainly represents amylose (Zobel, 1988). There are large and highly 

branched molecules with α-(1-4)-linked, interconnected by α-1,6 glycosidic linkages (Manners, 

1989; Zhang & Hamaker, 2009). Amylose has a long linear chain with α-(1-4)-linked D-glucose 

units (Singh, Dartois, & Kaur, 2010; Singh, Singh, Kaur, Sodhi, & Gill, 2003; Tester, Karkalas, 

& Qi, 2004). When the starch is heated in the presence of moisture, the granules absorb water, 

swell, and rupture, generating molecules that dissolve in water. This phenomenon is known as 

“gelatinization”, and it breaks the crystalline organization irreversibly (Copeland, Blazek, 

Salman, & Tang, 2009; Zobel, 1988). 
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The rate and extent of starch granule digestion are related to factors such as 

botanical origin, amylose and amylopectin ratio, crystallinity, and granule size. Enzyme access 

is greater in amorphous regions of granules than in crystalline regions (Copeland et al., 2009). 

In relation to the amylose and amylopectin ratio, waxy starches, with low amylose proportion, 

are attacked by enzymes more readily than granules with higher amounts of amylose (Blazek 

et al., 2009; Jane, 2007). After gelatinization, the starch molecules are more susceptible to 

enzymatic hydrolysis than the granules (Copeland et al., 2009). 

Digestibility assays are important to evaluate the behavior of products during the 

gastrointestinal process. In vitro methods are used since they are more rapid and less expensive 

than in vivo methods, and they have no ethical restrictions. These methods simulate in vivo 

physiological conditions, with suitable digestive enzyme concentrations, environmental pH, 

and digestion time (Minekus et al., 2014).  

The modification of the alginate matrix with starch generates gels with different 

microstructures, which can be more or less porous, depending on the type and form of the starch. 

The starch used also defines the matrix behavior in relation to water retention, mechanical 

properties, and digestibility rate. Studies of the matrix properties, such as stability and 

microstructure, are important, especially in gastrointestinal conditions. Such information allows 

choosing the most suitable matrix, depending on the application, such as the use as wall material 

or dietetic fiber.  

In this context, the aim of the present study was to investigate the behavior towards 

digestibility of systems obtained by the blend of alginate and non-gelatinized and gelatinized 

corn starch, with regular composition, high amylose levels, and high amylopectin levels. The 

effect of the addition of the starches on the alginate matrix characteristics was evaluated in 

relation to mechanical properties, water holding capacity, and microstructure. In vitro 

digestibility assays were performed, and the matrices’ microstructures as well as the amounts 

of glucose released were determined to analyze the changes that occurred on the gels during the 

stages of the digestion process. 
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3.2 MATERIAL AND METHODS 

3.2.1 Material 

Sodium alginate (GRINDSTED, Alginate FD 175, guluronic acid > 60%) was 

kindly provided by Danisco Brazil Ltda. (Pirapozinho, São Paulo, Brazil). Common corn starch 

(AMISOL 3408, 28.46 ± 0.18% amylose content; 10.52  0.37% moisture; 0.20  0.03% lipids; 

1.03  0.13% proteins; 0.08  0.03% ashes; D[4,3] = 14.70 ± 0.06 μm) and the high amylose 

content corn starch (HYLON VII, 61.10 ± 1.09% amylose content; 11.76  0.32% moisture; 

0.26  0.04% lipids; 0.80  0.12% proteins; 0.141  0.002% ashes; D[4,3] = 10.97 ± 0.05 μm) 

were both donated by Ingredion (Limeira, São Paulo, Brazil). High amylopectin corn starch, 

also known as waxy maize (Probiótica Laboratórios Ltda., Matão, São Paulo, Brazil, 6.62 ± 

0.65% amylose content; 10.94  0.30% moisture; 0.14  0.03% lipids; 0.441  0.005% proteins; 

0.141  0.005% ashes; D[4,3] = 18.66 ± 0.12 μm) was purchased at a local market. The enzymes 

α-amylase from porcine pancreas (A3176, enzymatic activity 9.65 U/mg), pepsin from porcine 

gastric mucosa (77160, enzymatic activity 772.39 U/mg), and pancreatin from porcine pancreas 

(P3292, enzymatic activity 2.81 U/mg), used for the preparation of simulated gastrointestinal 

fluids, were obtained from Sigma-Aldrich Co. (Saint Louis, Missouri, USA). Bile extract 

porcine was obtained from ChemCruz Biochemicals (Huissen, Gelderland, Netherlands). The 

other reagents were of analytical grade. 

3.2.2 Preparation of hydrogels 

Initially, sodium alginate solution was prepared by dissolving powder in distilled 

water under magnetic stirring, for 12 hours. Non-gelatinized starch suspensions were prepared 

by dissolving powders in distilled water. Gelatinized starches solutions were prepared by 

mixing the starch with distilled water, followed by autoclave treatment (model CS50, 

Prismatec, Itu, São Paulo, Brazil), at 120 °C, for 40 minutes. The blends of alginate-starch 

(gelatinized and non-gelatinized) were further obtained by mixing biopolymers, in a Ultra 

Turrax rotor-stator (model T18 basic, IKA, Staufen, Baden-Württemberg, Germany), operating 

at 14,000 rpm, for 5 min. To obtain macrogels, the blends were dialyzed in membranes 

(SnakeSkin Dialysis Tubing, 3500 molecular weight cut-off, Pierce, Rockford, Illinois, USA) 

against 500 ml of CaCl2 solution (150 mM), for 3 days, according to the method described by 

Pires Vilela, Cavallieri, and Cunha (2011) with some modifications. Macrogels were 
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characterized in relation to mechanical properties, water holding capacity, and microstructure. 

The assays were performed in triplicate. The composition of macrogels is shown Table 3.1. 

Table 3.1. Composition of the gels. 

ALG: Gel produced with alginate only; NGCS: Gel produced with 1% alginate and 1% non-gelatinized corn 

starch; GCS: Gel produced with 1% alginate and 1% gelatinized corn starch; NGAM: Gel produced with 1% 

alginate and 1% non-gelatinized high amylose corn starch; GAM: Gel produced with 1% alginate and 1% 

gelatinized high amylose corn starch; NGAP: Gel produced with 1% alginate and 1% non-gelatinized high 

amylopectin corn starch; GAP: Gel produced with 1% alginate and 1% gelatinized high amylopectin corn starch. 

 

3.2.3 In vitro static digestion 

Simulated gastrointestinal in vitro digestion was carried out according to Minekus 

et al. (2014). Cylindrical gel samples (approximately 20 mm in diameter and 20 mm in height) 

were added to simulated salivary fluid (SSF) with calcium chloride solution, and the mixture 

was subjected to static digestion in a water bath (Dubnoff Model, Marconi, Piracicaba, São 

Paulo, Brazil) at 37°C for 2 minutes. Simulated gastric fluid (SGF), porcine pepsin, and calcium 

chloride were then added, and the pH was adjusted to 3. Gastric digestion was performed for 2 

hours, and subsequently, simulated intestinal fluid (SIF), pancreatin, calcium chloride, and bile 

extract were added to the mixture, the pH was adjusted to 7, and in vitro digestion was 

performed for 2 hours. Calcium chloride solution was used in oral, gastric, and enteric stages, 

because this salt is present in human digestive fluids (Zangenberg, Müllertz, Kristensen, & 

Hovgaard, 2001). Gel samples were collected at the end of oral, gastric, and intestinal phases 

for mechanical property evaluation. The microstructure was evaluated at the end of the in vitro 

digestion. In addition, aliquots of the simulated fluids were collected during in vitro 

gastrointestinal simulation to evaluate glucose release. 

 

 

Gel  
Alginate 

(%) 

Common 

starch (%) 

High 

amylose 

starch (%) 

High 

amylopectin 

starch (%) 

Water 

(%) 
Termal 

treatment 

ALG 2.0 0 0 0 98.0 No 

NGCS 1.0 1.0 0 0 98.0 No 

GCS 1.0 1.0 0 0 98.0 Yes 

NGAM 1.0 0 1.0 0 98.0 No 

GAM 1.0 0 1.0 0 98.0 Yes 

NGAP 1.0 0 0 1.0 98.0 No 

GAP 1.0 0 0 1.0 98.0 Yes 
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3.2.4 Mechanical properties 

The mechanical properties of the gels were measured by uniaxial compression test 

using an uniaxial TA-XTPlus Texture Analyzer (Stable Microsystems Ltd, Godalming, Surrey, 

UK), equipped with an acrylic cylindrical plate (80 mm diameter), and lubricated with silicon 

oil in order to minimize friction between gel and probe. The assays were performed with 

cylindrical gels with 20 mm diameter and 20 mm height. The Hencky stress or true stress (σ) 

and strain at rupture (ε) were calculated from the force-deformation data (Steffe, 1996), 

according to the Equations (3.1) and (3.2). 

σ = F(t)×[H(t)/H0A0]                (3.1) 

ε = − ln [H(t)/H0]                (3.2) 

where F(t) is the force at time t, A0 and H0 are the initial area and height of the sample, 

respectively, and H(t) is the height at time t.  

The Young modulus or elasticity modulus (E) was obtained from the slope of the 

initial linear region of the stress-strain curve up to 5% strain. Stress at rupture (σrup) was used 

as an indicator of gel hardness and strain at rupture (εrup) as an indicator of gel deformability. 

At least five replicates were carried out for each batch. 

3.2.5 Water holding capacity (WHC) 

Water holding capacity (WHC) measurements were performed according to Ikeda 

and Foegeding (1999), with some modifications. Cylindrical gel samples (approximately 20 

mm diameter and 20 mm height) were weighed, wrapped in parchment paper and placed into 

centrifuge tubes that were centrifugated (centrifuge Avanti J-26 XPI, Beckman Coulter, Brea, 

California, USA), at 4000 G-force, for 10 minutes, at 22 °C. Samples were weighed before and 

after centrifugation. The water holding capacity (% w/w) of the gels was determined according 

to the Equation (3.3).  

WHC = [mf/m0]×100%               (3.3) 

where m0 is the mass of the gel before the centrifugation (g) and mf is the mass of the gel after 

centrifugation (g). At least five replicates were carried out for each batch. 
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3.2.6 Glucose release 

To evaluate the disintegration of the gels during the digestibility process, the 

glucose released from the gastrointestinal fluid was quantified. The glucose released was 

determined using the assay kit Glicose Liquid Stable GOD-PAP (Laborlab, Guarulhos, São 

Paulo, Brazil), according manufacturer's instructions. Aliquots of digestive fluids were taken at 

0, 2, 30, 60, 90, 120, 150, and 180 minutes. The analysis were perfomed in duplicate. 

3.2.7 Scanning electron microscopy (SEM) 

For the SEM analysis, the samples were prepared according to the methodology 

described by Vilela, Cavallieri, and Cunha (2011), with some modifications. Initially, the gels 

samples (approximately 10 mm × 5 mm × 5 mm) were fixed overnight in 2.5% glutaraldehyde 

in cacodylate buffer of 0.1 M (pH 7.2), in order to minimize structure modification during the 

subsequent drying treatment. The fixed samples were then fractured under liquid nitrogen and 

they were dehydrated in graded ethanolic series (30%, 50%, 70% and 90%). Dehydration was 

continued in 100% ethanol (three changes over 1 hour), followed by critical point drying 

(Balzers Critical Point Dryer CPD03, Cambridge, Massachusetts, USA). The dried samples 

were placed on aluminum stubs and coated with gold, in a sputter deposition system (Sputter 

Coater Emitech K450, Kent, UK). Images of the structures of each gel were obtained at a 

magnification of × 1500, using a scanning electron microscope (Leo 440i, LEO Electron 

Microscopy, Cambridge, UK) operated at 15 kV. 

3.2.8 Optical microscopy 

The solutions used to produce the macrogels were analyzed under an optical 

microscope (Axio Scope A1, Carl Zeiss, Gottingen, Lower Saxony, Germany) at 40× 

magnification in order to investigate the structure of starch granules gelatinized or not. The 

images were captured with the software AxioVision Rel. 4.8 (Carl Zeiss, Gottingen, Lower 

Saxony, Germany). To stain the starch, Lugol’s solution was used.  

3.2.9 Statistical data analysis 

Statistical analysis were performed from triplicates of experimental trials and 

analysis of variance and Tukey’s test was performed by the mean of comparisons at 95% of 

confidence level (α = 0.05). 
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3.3 RESULTS AND DISCUSSION 

3.3.1 Characterization of hydrogels  

Mechanical properties and water holding capacity (Table 3.2) were analyzed to 

characterize the gels.  

Table 3.2. Mechanical properties of the gels. 

Gels 

Stress at 

rupture (σrup) 

(kPa) 

Strain at 

rupture (εrup) (-

) 

Young modulus 

(E) (kPa) 

Water holding 

capacity 

(WHC) (%) 

ALG 295.77±39.69 1.30±0.14 198.06±41.91 63.26±4.48b,c 

NGCS 76.93±12.84a1,A1 1.03±0.07a1,A1 47.14±8.73a1,B1 52.49±2.86e 

GCS 71.31±12.37a1,B2 0.92±0.082a1,B2 47.16 ± 6.47a1,B2 72.15±3.70a 

NGAM 77.70±8.51b2,A1 1.01±0.06a2,A1 53.84±7.27a2,A1 61.01±3.55d,e 

GAM 97.31±10.83a2,A2 1.06±0.08a2,A2 58.85±8.54a2,A2 62.52±3.97c,d 

NGAP 75.60±12.01a3,A1 1.04±0.07a3,A1 46.59±8.10a3,B1 57.26±1.56d,e 

GAP 79.96±13.12a3,B2 0.93±0.05b3,B2 46.52±9.15ª3,B2 71.23±3.79a,b 

Different lowercase letters with the same number in each column indicate significant differences (p < 0.05) between gels 

produced with the same starch (gelatinized and non-gelatinized). Different capital letters with the same number in each column 

indicate significant differences (p < 0.05) between gels produced with different starches, but with the same treatment 

(gelatinized and non-gelatinized). 

ALG: Alginate; NGCS: Alginate + non-gelatinized common corn starch; GCS: Alginate + gelatinized common corn starch; 

NGAM: Alginate + non-gelatinized high amylose corn starch; GAM: Alginate + gelatinized high amylose corn starch; NGAP: 

Alginate + non-gelatinized high amylopectin corn starch; GAP: Alginate + gelatinized high amylopectin corn starch.  

Gels produced only with alginate presented higher stress and strain at rupture, as 

well as higher Young modulus values when compared with the other samples, indicating that 

they are harder, more deformable, and firmer at low deformation conditions than the starch-

containing samples. This result was associated with the higher amount of sodium alginate 

contained in ALG gel and, consequently, the higher number of carboxylate anions of alginate 

guluronate units to bind the calcium ions of the crosslinking agent (Singh, Sharma, & Gupta, 

2009). Samples produced with different types of non-gelatinized starch showed no statistically 

different values of stress and strain at rupture between them. Gel obtained with gelatinized high 

amylose starch (GAM) presented higher values of σrup, εrup, and E when compared with gels 

obtained with gelatinized common corn starch (GCS) and gelatinized high amylopectin corn 

starch (GAP): most likely, this is due to the higher amylose concentration, with a tendency to 

retrograde and to produce tough gels (Tabasum et al., 2019). Amylose chains, during 

retrograding form double-helical associations (Jane & Robyt, 1984), promoting intermolecular 

interaction between leached amylose after the gelatinization process and other hydrocolloid 

molecules, such as alginate (Shi & Bemiller, 2002). Regarding heat treatment, there was no 

significant difference in the values of the stress at rupture of gels produced with gelatinized and 
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non-gelatinized common corn starch (GCS and NGCS) or with high amylopectin corn starch 

(NGAP and GAP). Starch granules have numerous hydroxyl groups that interact with the 

carboxyl groups of sodium alginate via intermolecular hydrogen bonding. When gelatinized 

starch is used, the branched chain of amylopectin has numerous contact points, creating a more 

complex matrix network with alginate. Both interactions with sodium alginate are strong, 

creating a harder structure (Khlibsuwan et al., 2018). However, GAM presented higher stress 

at rupture than NGAM, due to the higher amount of leached amylose molecules than in gels 

produced with other starches (common and high amylopectin contents), which form double-

helical associations after gelatinization, assisting in the packaging of the molecule chains. 

The presence of different types of corn starch affected the WHC of the gels when 

compared with ALG (Table 3.2). The GCS and GAP presented the highest WHC due to the 

gelatinization process. Gels obtained with non-gelatinized starches (NGCS, NGAM, and 

NGAP) presented intact granules, which could be seen in the solution morphology (Figure 3.1 

(a, b, and c)), and a non-tridimensional matrix that incorporated water, resulting in a lower 

water retention capacity (Table 3.2). Starch granules present large amounts of crystalline 

regions, preventing water retention. Gels obtained with gelatinized starches presented lower 

WHC than the ALG gel, which is related to the lower amount of alginate of the gelatinized-

starch-containing gels, since the alginate is the compound responsible for the three-

tridimensional network that retains water after ionic gelation with CaCl2. The GAM gel was 

produced with gelatinized high amylose corn starch, but the process was not effective to 

gelatinize all starch granules, since intact granules were found in the solution (Figure 3.1 (e)), 

which were not observed in the solutions produced with common and high amylopectin corn 

starches (Figure 3.1 (d, and f)). Therefore, this gel contained a smaller proportion of the starch 

network formed during gelatinization than the other gels obtained with gelatinized starches, in 

addition to a certain portion of intact granules. 
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Figure 3.1. Optical micrographs of solutions used to produce gels. (a) NGCS: Alginate + non-

gelatinized common corn starch; (b) NGAM: Alginate + non-gelatinized high amylose corn 

starch; (c) NGAP: Alginate + non-gelatinized high amylopectin corn starch; (d) GCS: Alginate 

+ gelatinized common corn starch; (e) GAM: Alginate + gelatinized high amylose corn starch; 

(f) GAP: Alginate + gelatinized high amylopectin corn starch. Scale bar: 20 µm. Magnification 

of x 40. 

The replacement of 1% sodium alginate by 1% of different gelatinized and non-

gelatinized corn starch modified the microstructure of the alginate matrix (Figure 3.2(a-g)). The 

ALG gel presented a more closed structure in comparison to the other gels, due to the double 

amount of sodium alginate present in its composition. Considering the gels obtained with 

different treatments, the gels prepared with gelatinized starches (GCS, GAM, and GAP) showed 

a more closed structure with smaller pores (Figure 3.2c, 3.2e, and 3.2g, respectively) than gels 

produced with non-gelatinized starches (NGCS, NGAM, and NGAP) (Figure 3.2 (b, d, and f)). 

This result was probably due to the leached amylose during gelatinization, which interacts with 

carboxyl groups of alginate via hydrogen bonds, compacting the gel structure. Gels produced 

with non-gelatinized starches showed a more porous microstructure (Figure 3.2 (b, d, and f)), 

although there are hydrogen bonds between starch granules and the alginate matrix 

(Khlibsuwan et al., 2018). The network of gels produced with gelatinized starches was 

homogeneous, while gels with non-gelatinized starches presented starch granules dispersed in 

the alginate matrix. In this case, the starch granules present in the gels obtained with non-

gelatinized starches occupy interstitial spaces in the matrix (Córdoba, Deladino, & Martino, 

2013; Hosseini et al., 2014), but do not contribute to the formation of the network matrix. Gels 



Capítulo 3   59 
 

 

produced with gelatinized starches with different proportions of amylose showed a highly 

similar microstructure (Figure 3.2 (c, e, and g)). However, visually, GAP gel (Figure 3.2 (g)) 

presented a more porous microstructure due to the low amounts of amylose, a molecule that 

forms double-helical associations after gelatinization, leading to a more compact structure. 

 

Figure 3.2. SEM images of the gels before (a, b, c, d, e, f, g) and after (h, i, j, k, l, m, n) in vitro 

digestibility process. (a, h): ALG - Alginate; (b, i): NGCS - Alginate + non-gelatinized 

common corn starch; (c, j): GCS - Alginate + gelatinized common corn starch; (d, k): NGAM 

- Alginate + non-gelatinized high amylose corn starch; (e, l): GAM - Alginate + gelatinized 

high amylose corn starch; (f, m): NGAP - Alginate + non-gelatinized high amylopectin corn 

starch; (g, n): GAP - Alginate + gelatinized high amylopectin corn starch. Scale bar: 10 µm. 

Magnification of x 1500. 
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3.3.2 In vitro digestibility 

In vitro digestibility simulation was performed to evaluate the differences in the 

behavior of the gels produced with gelatinized and non-gelatinized starches with different 

amounts of amylose. Hardness at the beginning and at the end of each digestibility step (Table 

3.3) as well as their microstructure after process (Figure 3.2 (h-n)) were evaluated. 

Table 3.3. Stress at rupture values (kPa) of gels during gastrointestinal in vitro process. 

Gels Oral phase Stomach phase Intestinal phase 

ALG 227.63±17.70b 211.91±19.53b 
178.67±13.82c 

NGCS 77.05±9.77*a 85.35±10.81*a 
75.05±10.49*a 

GCS 81.35±7.80*a 80.20±9.37*a 56.52±9.57b 

NGAM 79.55±10.04*a 83.09±8.08*a 67.49±9.61b 

GAM 83.88±13.14*ab 81.57±11.89b 53.10±7.28c 

NGAP 81.12±9.82*a 80.04±9.95*a 74.93±12.62*a 

GAP 79.07±10.94*a 71.38±7.83*a,b 
63.42±14.27b 

* There are no statistical significant differences (p< 0.05), in relation to the initial gel (values presented in Table 3.2). 

Different letters indicate statistical significant differences (p < 0.05) in each line. 

ALG: Alginate; NGCS: Alginate + non-gelatinized common corn starch; GCS: Alginate + gelatinized common corn starch; 

NGAM: Alginate + non-gelatinized high amylose corn starch; GAM: Alginate + gelatinized high amylose corn starch; NGAP: 

Alginate + non-gelatinized high amylopectin corn starch; GAP: Alginate + gelatinized high amylopectin corn starch.  

In the oral phase, the reduction of stress at rupture of the ALG gel (23.04%) was 

higher than for gels produced with corn starches (gelatinized and non-gelatinized), ranging 

between 0 and 13.80%, showing that the weakening was higher for the gel obtained only with 

alginate (Table 3.3). Gels presented low reduction of stress at rupture in the stomach phase in 

relation to the oral phase (0-9.73%) due to the lower pH, which makes the alginate matrix 

stronger. At the end of the total digestion process, gels produced only with alginate (ALG) 

presented a great reduction of stress at rupture in relation to the initial gel (decrease by 39.69 

%). The weakening of this gel in the intestinal phase occurs because of the interaction between 

alginate and bile acids and the basic pH, weakening the network. The SEM images show that 

the initial ALG gel microstructure was more continuous and scaled (Figure 3.2(a)), and after 

the intestinal phase, the microstructure presented a disintegrating aspect (Figure 3.2(h)). Initial 

GAM gel presented higher stress at rupture than the other gels produced with gelatinized starch, 

indicating that it was stronger. This gel became softer than the others at the end of the digestion 

process, with a decrease of stress at rupture by 45.43% in relation to the initial gel. The GCS 

and GAP gels did not statistically differ in stress at rupture until the stomach phase, while in 

the intestine phase, there was a decrease in the hardness of these gels (by 20.74 and 12.76%, 

respectively, in stress at rupture compared to the initial gels). The NGCS and NGAP gels did 
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not significantly differ in stress at rupture between the initial gel and the gel after digestion. 

Different from other gels produced with non-gelatinized starches, the NGAM gel presented a 

decrease of stress at rupture in the intestinal phase in relation to the initial gel (13.14%) (Table 

3.3). The morphology of high amylose starch granules presents a significant heterogeneity 

under non-polarized and polarized light, different from common and high amylopectin starches 

(Cai, Zhao, Huang, Chen, & Wei, 2014). The heterogeneous granules influence the hilum size 

and birefringence, facilitating or hindering enzyme access and generating several levels of 

granule swelling and digestibility behavior (Huang et al., 2016).  For the NGAM gels, the high 

heterogeneity of the granules led to different levels of granule digestibility. Moreover, the 

smaller size of the high amylose starch granules (Material section) would result in faster 

digestion, reducing stress at rupture and softening the gel after the enteric step. 

Aliquots of the gastrointestinal fluid were taken every 30 minutes to evaluate the 

amount of released glucose during the digestion process (Figure 3.3). The gel samples were 

characterized in relation to the microstructure after the digestibility process by SEM (Figure 3.2 

(h-n)). 

 

Figure 3.3. Glucose released from the gels during in vitro digestibility process. ALG: Alginate; 

NGCS: Alginate + non-gelatinized common corn starch; GCS: Alginate + gelatinized common 

corn starch; NGAM: Alginate + non-gelatinized high amylose corn starch; GAM: Alginate + 

gelatinized high amylose corn starch; NGAP: Alginate + non-gelatinized high amylopectin 

corn starch; GAP: Alginate + gelatinized high amylopectin corn starch. 
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In the oral and stomach phases, all gels showed low amounts of released glucose, 

without any differences among the samples (Figure 3.3). In the intestinal phase, gels obtained 

with gelatinized starches presented higher amounts of released glucose (Figure 3.3) and a more 

porous microstructure (Figure 3.2 (j, l, and n)) than gels produced with non-gelatinized starches 

(Figure 3.2 (i, k, and m)), indicating that there was greater disintegration of the structure of the 

gels obtained with gelatinized starches, mainly due to the difference in the digestibility of 

treated and native starches. Gelatinized starches are more susceptible to enzymatic hydrolysis 

than starch granules, due to disruption and disintegration of the crystalline granular structure in 

the granules during gelatinization (El Faki, Venkataraman, & Desikachar, 1984; Holm, Bjӧrck, 

Asp, Sjӧberg, & Lundquist, 1985; Lee, Brooks, Kim, Heitlinger, & Lebenthal, 1985). The GAP 

gel, produced with gelatinized high amylopectin starch, was the sample that showed the higher 

amount of released glucose in the intestinal phase and a porous microstructure after the 

intestinal phase (Figure 3.2 (n)), followed by the GCS gel and the GAM gel, indicating that the 

starch of the GAM gel was less digested than the content presented in the other gelatinized 

starches. The amount of released glucose from these gels is related to their amylose content. 

After retrogradation, the amylose polymers, which show a linear structure and are tightly bound, 

have a greater resistance to the amylase enzyme than the amylopectin molecules, which contain 

branched chains (Colonna, Leloup, & Buléon, 1992; Lobo & Lemos Silva, 2003). Moreover, 

gelatinization was not sufficient to gelatinize all the starch granules of high amylose starch, and 

the solution used to produce GAM gel presented high amounts of intact granules (Figure 3.1(e)), 

which probably contributed to the resistance of GAM gels in the digestion process. This result 

demonstrates that starches with different contents of amylose, in addition to sodium alginate, 

generate different types of materials which can be used in the microencapsulation of 

compounds, depending on their properties and the velocity at which they should be released 

during digestion. For example, a compound that has to be released rapidly in the intestinal phase 

will probably have a better response if encapsulated with GAP or GCS gels, which presented 

greater disintegration. 

In relation to the gels obtained with non-gelatinized starches, NGAP and NGCS 

gels released more glucose in the intestinal phase than NGAM, following the same tendency of 

the gelatinized gels, which is in agreement with other previous work (Evans & Thompson, 

2004; Mohd Azemi & Wootton, 1984; Tangsrianugul, Suphantharika, & McClements, 2015). 

The presence of high amylopectin contents enables greater hydrolysis of the starch granules 

due to specific characteristics of its molecules. Apart from having a larger size and a larger 

surface area than amylose, amylopectin molecules present many branched chains of glucose, 
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making it more available to amylolytic enzymes (Thorne, Thompson, & Jenkins, 1983). The 

NGAM gel presented low contents of released glucose, indicating that high amylose starch 

granules were poorly digested by the enzyme. High amylose starch presents numerous 

amorphous regions, which are densely packed and arranged tightly to the crystalline regions, 

inhibiting hydrolysis (Zhang, Ao, & Hamaker, 2006). In amylose molecules, the glucose chains 

are more bound to each other by hydrogen bonds, making it difficult for enzymes to access 

them (Thorne et al., 1983). This result is corroborated by the SEM image (Figure 3.2 (d, and 

k)), which showed that the NGAM gel structure became more closed after digestion, indicating 

that this gel can be used in addition to the alginate to form a matrix when the purpose is to 

microencapsulate compounds that would be absorbed in the colon, or as dietary fibers, for 

fermentation in the colon, which is beneficial especially against the background of fermentation 

deficiency of other carbohydrates (Kaur, Rose, Rumpagaporn, Patterson, & Hamaker, 2011). 

3.4 CONCLUSIONS 

The replacement of part of alginate with corn starch allowed to obtain gels with 

different characteristics, depending on the amount of amylose and the form of the used starch: 

granules or gelatinized. In gels produced with gelatinized starches, the higher content of 

amylose is related to higher stress and strain at rupture, presenting a hard and deformable gel. 

Gelatinization on regular and high amylopectin starches generated matrices with higher water 

holding capacity in relation to the other gels. 

Via in vitro digestibility assays, it was possible to evaluate the behavior of each gel 

during all processes, showing its main properties and the differences between them. Gels 

produced with gelatinized starches presented a more degraded microstructure in comparison to 

gels with non-gelatinized starches, indicating that gelatinization is associated with the 

production of matrices with higher susceptibility to enzymes. A high amylose amount in the 

starch is related to the production of gels with less degraded matrices after digestibility when 

compared with common and high amylopectin starches. By increasing the proportion of 

amylose in starch, the disintegration of the network during digestion process decreases. The 

application of high amylose starch in the form of granules to the alginate matrix allowed the 

network to become more closed after the intestinal phase.  

When choosing the most suitable system, it is important to consider the compound 

to be encapsulated and its purpose, such as rate and site of release. For example, a compound 

that is desired to be rapidly released into the intestine would show better results if encapsulated 

in a matrix produced with gelatinized high amylopectin starch. When using the gel to 
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encapsulate some compounds to be absorbed in the colon, or as dietary fibers, the gel obtained 

with non-gelatinized, high amylose starch is most suitable. This study allowed the design of 

new matrix structures with different behaviors, which can be used in different applications 

according to the purpose of use. 
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Abstract 

The microencapsulation by production of polymer beads from ionic gelation is a useful method 

to improve the stability nutritional compounds. Wheat germ oil is a nutritional source of 

unsaturated fatty acids and phytonutrients, as tocopherols (α and β), phytosterols, carotenoids, 

and phenolic compounds. This work studied the development of physical barriers of alginate-

starch beads over the stability of encapsulated wheat germ oil. The beads contained sodium 

alginate and gelatinized corn starch at proportions of (2:0, 1:1, 1:2, and 1:4). The addition of 

small amounts (1:1) of gelatinized starch in the alginate emulsions improved the 

physicochemical properties and stability during storage. The emulsions had oil droplets with 

mean size ranging from 4.5 to 12.2 µm. The 1:1 samples showed a more disperse oil droplets, 

explained by the molecular interaction between starch chains and oil. The encapsulation 

efficiency was higher than 91%, and the beads’ mean diameter were between 383 and 797 µm. 

The proportion of 1:1 of alginate-starch enhanced the beads’ microstructure, avoiding the oil 

oxidation. The 6 days accelerated stability (65 ºC) evidenced a higher tocopherols amount 

(0.66 mg/g oil) and a lower oxidation (2.52 meq.O2/kg oil) for the 1:1 samples if compared to 

the remained samples. 

Keywords: emulsion; ionic gelation, microstructure, stability, oxidation. 
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4.1 INTRODUCTION 

Wheat germ oil is a rich source of vitamins, such tiamin and tocopherols (vitamin 

E). Tocopherols are known as compounds with high antioxidant activity, and present several 

benefits to human health, such improvement of physical strength, retard of aging, decrease of 

the cholesterol levels in plasma, and delay the progression of degenerative diseases (Ozcan et 

al, 2013). Due to be synthesized by plants and cyanobacteria only, the vitamin E consumption 

is essential for human diet (Bramley et al., 2000). Despite the advantages of wheat germ oil, it 

presents short shelf life, due to the degradation of tocopherols, that can reach 98% depending 

on the storage temperature and time (Margariño, Mateo, & Nolasco, 2015). In addition, the high 

amount of polyunsaturated fatty acids makes wheat germ oil susceptible to oxidation. With the 

propose of carry and protect this oil, some microencapsulation methods have been used 

(Karadeniz, Sahin, & Sumnu, 2018; Yazicioglu, Sahin, & Sumnu, 2015).   

Emulsion is an encapsulation method used to establish a protective barrier to 

compounds, delivering them at specific sites and protecting against deterioration. Emulsions 

can be produced at ambient temperature, which reduces the risk of compounds degradation 

during the process (Azizi, Kierulf, Lee, & Abbaspourrad, 2018). Emulsifiers or stabilizers are 

used to stabilize emulsions, which are thermodynamically unstable. Some studies demonstrated 

the ability of starch as stabilizer of emulsions, due to the steric forces and the complexes formed 

by starch molecules and lipid droplets interactions (Gómez-Luría, Vernon-Carter, Alvarez-

Ramirez, & Cruz-Sosa, 2019; Song, Zheng, Ma, Kang, & Ren, 2020; Villamonte, Jury, & de 

Lamballerie, 2016). Generally, emulsification process is used as a pre-immobilization of 

compound, followed by other encapsulation method, such as spray drying, spray chilling, and 

ionic gelation. 

Hydrogels produced by ionic gelation have been used in microencapsulation of 

bioactive compounds. Particles production occurs by ionic interaction between a polymer and 

di- or trivalent ions as calcium, generating a three-dimensional matrix. This method allows the 

production of high oil load particles, that can be applied in foods for enrichment and 

development of functional foods (Chang & Dobashi, 2003; Menin et al., 2018). Sodium alginate 

is widely used in ionic gelation method, due to its good compatibility and non-toxicity (Sarker 

et al., 2015). 

Although the advantages of microencapsulation by ionic gelation, sodium alginate 

matrix exhibit some limitations, due to its porous structure, that can expose the encapsulated 

compound to environmental conditions, causing its degradation. Researchers have used 
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different materials as filler to alginate matrix, such as proteins and polysaccharides, to improve 

hydrogels properties (Balanč et al., 2016; Otálora, Carriazo, Iturriaga, Osorio, & Nazareno, 

2016; Silva & Sato, 2017). The incorporation of starch into alginate matrix improved the 

chemical and mechanical stability, and allowed a controlled release of encapsulated compounds 

(Khlibsuwan, Tansena, & Pongjanyakul, 2018; Mohammadi, Ehsani, & Bakhoda, 2018; 

Okunlola & Adewusi, 2019). Some studies have reported the production of alginate beads with 

gelatinized starch as filler material to encapsulate compounds, due to its ability to bind to the 

carboxyl groups of alginate, creating a uniform matrix, and improving the adhering capacity 

and beads formation (Khlibsuwan et al., 2018; Okunlola & Adewusi, 2019; Suvarna, Dsouza, 

Ragavan, & Nilanjana, 2018).  

The matrix composed by alginate and starch has been studied; most of the works 

use hydrophilic compounds and microorganisms as encapsulated material. The oil 

encapsulation into this type of matrix is not common. Considering the ability of the gelatinized 

starch molecules to bind to the alginate carboxyl groups and to interact with lipids, the use of 

starch could generate a closed microstructure matrix and retard oil oxidation and degradation 

of compounds. This work aimed to evaluate the influence of gelatinized corn starch at different 

concentrations in the stability of wheat germ oil encapsulated by ionic gelation with sodium 

alginate. 

4.2 MATERIAL AND METHODS 

4.2.1 Material 

Emulsions were prepared using wheat germ oil (Midelt Quimica Ltda., Diadema, 

São Paulo, Brazil) with the following fatty acid composition: 0.16% 14:0 (myristic acid); 0.03% 

15:0 (pentadecanoic acid); 10.92% 16:0 (palmitic acid); 0.10% 16:1 (palmitoleic acid); 0.09% 

17:0 (margaric acid); 0.07% 17:1 (cis-10-heptadecenoie acid); 3.61% 18:0 (stearic acid); 

26.44% 18:1 (oleic acid); 0.30% 18:2 (trans t-linolenic acid); 51.08% 18:2 (linoleic acid); 

0.71% 18:3 (trans t-linolenic acid); 5.17% 18:3 (linolenic acid); 0.38% 20:0 (arachidic acid); 

0.24% 20:1 (eicosenoic acid); 0.48% 22:0 (behenic acid); 0.22% 24:0 (lignoceric acid). Sodium 

alginate (GRINDSTED, Alginate FD 175, guluronic acid > 60%) and corn starch (AMISOL 

3408, 28.46% ± 0.18% amylose content) were kindly provided by Danisco Brazil LTDA 

(Pirapozinho, São Paulo, Brazil) and Ingredion Brazil Ingredients LTDA (Limeira, São Paulo, 

Brazil), respectively. The external standard used to quantification of tocopherols was a mixed 
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of tocopherols (W530066), from Sigma-Aldrich (San Luis, Missouri, EUA). The other reagents 

were of analytical grade. 

4.2.2 Preparation of emulsions 

Emulsions were prepared from blends of sodium alginate, gelatinized corn starch, 

wheat germ oil, and water. Four emulsion were prepared with different alginate:corn starch 

ratios: 2:0 (A2S0), 1:1 (A1S1), 1:2 (A1S2), and 1:4 (A1S4). Table 4.1 presents the content of 

each material in relation to total solids. 

Table 4.1. Experimental conditions for emulsion and beads formation using sodium alginate, 

gelatinized corn starch and wheat germ oil, in relation to total solids, on wet basis. 

Emulsions Sodium alginate (%) Gelatinized starch (%) Wheat germ oil (%) 

A2S0 50 0 50 

A1S1 25 25 50 

A1S2 20 40 40 

A1S4 14.3 57.1 28.6 

 

Sodium alginate solution was obtained by dissolving alginate powder in distilled 

water under magnetic stirring, during 12 hours. Suspensions containing corn starch and distilled 

water were maintained under mechanical stirring during 20 min. The gelatinization of corn 

starch occurred at 91 ºC and 40 min, under mechanical stirring, and suspensions were 

subsequent cooled to 25 ºC in an ice bath. The gelatinized starch suspension was mixed to wheat 

germ oil and homogenized in a rotor-stator Ultra Turrax model T18 basic (IKA, Staufen, 

Germany) operating at 14,000 rpm for 3 min. Final emulsions were obtained by addition of 

alginate solution and applying extra 5 min homogenization. All emulsions were submitted to a 

8 min homogenization step.  

4.2.3 Characterization of emulsions 

4.2.3.1 Size distribution of oil droplets 

Mean diameter of oil droplets were evaluated from Brouckere diameter, D[4,3] 

(Equation 4.1). The size distribution of oil droplets was determined with a laser light diffraction 

instrument Mastersizer 2000 (Malvern Instruments Ltd., Malvern, Worcestershire, UK). 

Emulsions were dispersed in distilled water and analyzed immediately after they were prepared. 

Span ratio evaluated the polydispersity index (Equation 4.2). 
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𝐷[4,3] =
∑𝑛𝑖𝐷𝑖

4

∑𝑛𝑖𝐷𝑖
3 

(4.1) 

Span=
𝐷90 − 𝐷10

𝐷50
 

(4.2) 

where ni is the number of droplets with diameter Di, and D10, D50, and D90 are the oil droplets 

size at percentiles 10%, 50%, and 90%, respectively. 

4.2.3.2 Optical microscopy 

The morphologies of the emulsions were observed under an optical microscope 

(Axio Scope A1, Carl Zeiss, Gottingen, Lower Saxony, Germany) at 1000x magnification. The 

images were captured with the software AxioVision Rel. 4.8 (Carl Zeiss, Gottingen, Lower 

Saxony, Germany). To stain the gelatinized starch, Lugol’s solution was used in the emulsions.  

4.2.3.3 Zeta potential 

Zeta potential measured the electrical charge of emulsions by microelectrophoresis 

method at room temperature (Nano ZS Zetasizer, Malvern Instruments Ltd., Malvern, 

Worcestershire, UK). Emulsions were analyzed immediately after they were produced, and the 

measurements were performed in triplicate. 

4.2.3.4 Flow behavior  

The flow measurements of the emulsions were performed immediately after 

preparation using a rheometer (AR1500ex, TA Instruments, New Castle, Delaware, USA), with 

a flat plate geometry (4 cm diameter, with a 200 μm gap), at 25 ºC. Flow curves were plotted 

in three sweeps (up-, down-, and up-cycles) with a shear rate ranging from 0 to 1000 s−1. The 

data were fitted with the Power Law’s Model, according to Equation 4.3. 

𝜎 = 𝐾 ∙ 𝛾𝑛 (4.3) 

where 𝜎 (Pa) is the shear stress, γ (s-1) is the shear rate, n (-) is the flow behavior index and K 

(Pa.sn) is the consistency index. 



Capítulo 4   77 
 

 

4.2.4 Production of biopolymer beads 

The biopolymer beads were obtained from extrusion of emulsions over a 150 mM 

CaCl2 aqueous solution (Vilela, Perrechil, Picone, Sato, & Cunha, 2015). The volume of CaCl2 

solution was x10 of emulsion volume. A 0.7 mm diameter nozzle (Labmaq do Brazil Ltda, 

Ribeirão Preto, São Paulo, Brazil) performed the emulsion atomization, using a pumping flow 

rate of 3 mL/min (Masterflex Computadorized Drive, Vernon Hills, Illinois, USA). An airflow 

of 848 mL/min generate the drag force on nozzle. The height between the atomizer nozzle and 

surface of CaCl2 solution was fixed at 20 cm. The biopolymer beads were maintained under 

magnetic stirring in CaCl2 solution for 30 min in order to complete the ionic gelation. A washing 

step with distilled water and filtration finished the production of beads. 

4.2.5 Characterization of beads 

4.2.5.1 Encapsulation Efficiency 

The encapsulation efficiency (EE) was achieved by releasing of the wheat germ oil 

in sodium citrate aqueous solution 7% w/w. A magnetic stirrer at 450 rpm kept biopolymer 

beads under agitation, at 60 °C, in a period of 60 minutes. After, the methodology described by 

Bligh and Dyer (1959) was performed to oil extraction. Equation 4.4 evaluated the 

encapsulation efficiency from weighted released oil. 

EE =
Released oil  (g)

Initial oil (g)
x100 (4.4) 

4.2.5.2 Characterization of size distribution 

To determine the mean diameter of beads, they were first observed under an optical 

microscope Multizoom AZ100 (Nikon, Tokyo, Japan) with 10x magnification. The images 

were recorded with a DS-Ri1 camera (Nikon, Tokyo, Japan) and analyzed with an image-

processing program (ImageJ, Fiji) to determine diameter parameters. More than 500 beads were 

evaluated. The mean diameter of the biopolymer beads was expressed as the volume-weighed 

mean diameter, D[4,3] (Equation 4.1), while the Span was calculated from Equation (4.2), as 

presented in section 4.2.3.1. 
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4.2.5.3 Fourier transform infrared spectrometry (FT-IR) 

Functional groups of the biopolymer beads were analyzed by Fourier transform 

infrared spectrometry (Nicolet 6700, Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). The 

freeze-dried samples were mixed with KBr and pressed into pellets. Spectra were analyzed from 

ranged from 400 to 4000 cm−1, under transmission mode, taking 32 scans per experiment, with 

a resolution of 4 cm−1. 

4.2.5.4 Confocal Laser Scanning Microscopy (CLSM) 

CLSM was used in order to observe the distribution of the oil droplets in the 

emulsions and the beads. The oil used to produce the emulsions and the biopolymer beads was 

labeled with the Nile Red dye at a concentration of 0.002 g / 100 g of oil. The samples were 

examined under a Zeiss LSM 780-NLO confocal Axio Observer Z.1 microscope (Carl Zeiss 

AG, Oberkochen, Baden-Württemberg, Germany) with a 10x objective. The 514-nm laser line 

was used to excite the dye; 527–728 nm emission filters were employed. The pinholes were set 

to 1 airy unit for each channel, 1024 x 1024 image format, and 1x and 2x optical zoom. For the 

emulsions, the images were acquired in the same way by using a 63x objective. 

4.2.5.5 Scanning Electron Microscopy (SEM)  

The samples were prepared for SEM according to the methodology described by 

Vilela, Cavallieri, and Cunha (2011), with some modifications. The beads were produced in 

greater size, of approximately 5 mm. The gel was fixed overnight in 2.5% glutaraldehyde in 

cacodylate buffer of 0.1 M (pH 7.2), in order to minimize structure modification during the 

subsequent drying treatment. The fixed samples were fractured under liquid nitrogen and placed 

in 1% osmium solution in cacodylate buffer of 0.1 M to fix the oil, where they were maintained 

for 2 hours. Then, the samples were rinsed twice with cacodylate buffer. They were dehydrated 

in graded ethanolic series (30%, 50%, 70% and 90%). Dehydration was continued in 100% 

ethanol, followed by critical point drying (Balzers Critical Point Dryer CPD03, Cambridge, 

Massachusetts, USA). The dried samples were mounted on aluminum stubs and coated with 

gold-palladium alloy, in a sputter deposition system (Balzers Sputter Coater SCD 050, 

Cambridge, Massachusetts, USA). Images of the typical structures of each gel were obtained at 

a magnification of 2500×, using a JEOL JSM 5800 LV (Tokyo, Japan) operated at 10 kV. 
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4.2.6 Accelerated stability test of biopolymer beads 

The stability of wheat germ oil beads was tested under accelerated storage 

condition, according to Menin et al. (2018), with some modifications. Beads were incubated in 

a desiccator with saturated KCl solution to ensure approximately 80% of moisture control 

(Greenspan, 1977). The desicctor was stored in a forced-air oven (MA-035/2, Marconi, 

Piracicaba, São Paulo, Brazil), at 65 °C, for 6 days. One day represents approximately one 

month of storage at room temperature. Samples were removed after 0, 1, 3 and 6 days and the 

oil was extracted by breaking the beads with sodium citrate solution, under magnetic stirrer at 

450 rpm, for 60 minutes, and then, the methodology described by Bligh and Dyer (1959) for oil 

extraction was performed. The stability were evaluated in relation to the peroxide values (PV) 

and tocopherols amount. 

4.2.6.1 Peroxide value (PV) 

Peroxide value (PV) of the oil extracted from beads was determined 

spectrophotometrically. 0.1 mL of oil was mixed to 9.8 mL of a chloroform/methanol (7:3 v/v) 

solution and 50 µL of iron II solution, followed by 50 µL of ammonium thiocyanate solution, 

and the mixture was incubated in the dark during exactly 5 minutes to absorbance measurements 

at 500 nm in a spectrophotometer Unico SpectroQuest 2800 UV/Vis (United Products & 

Instruments Inc., Dayton, New Jersey, USA). A Fe+3 standard curve with iron concentration 

varying from 0 to 40 µg was performed, as described by Shantha and Decker (1994), to 

determine hydroperoxide concentrations.  

4.2.6.2 Tocopherols amount 

Tocopherols amount of oil was determined according to the methodology described 

by Gliszczyńska-Świgło and Sikorska (2004). 0.1 g of oil were diluted in 1 mL of 2-propanol 

and passed through polytetrafluoroethylene (PTFE) syringe filters (0.22μm) into glass vials. 

Tocopherols identification in the samples was performed using a High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) Dionex liquid chromatograph (Ultimate 3000 Standard LC, 

Sunnyvale, California, USA) with a diode array detector. The column used was reversed phase 

C18 column (Poroshell  100 x 4.6 mm, particle size 2.7 µm, Agilent, Santa Clara, California, 

USA), and sample volume injected was 10 µL. Tocopherols are detected using fluorescence 

detector set at excitation and emission wavelength 295 nm and 325 nm. The mobile phase was 

a mixture of acetonitrile/methanol (1:1 v/v), and the flow rate was 1 mL.min-1. Quantification 
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was perfomed using the software Chromeleon 6.8, and a calibration curve (R2=0.9984) was 

prepared with tocopherols concentration. Tocopherols concentration was expressed as mg 

tocopherols/g oil. The external standard used to the quantification was a mixed of tocopherols.  

4.2.7 Statistical analysis  

The measurements were performed in triplicate. The results were expressed as 

mean ± standard deviation (S.D.). The significance of difference was calculated by ANOVA, 

by Tuckey’s test, and values < 0.05 were considered to be significant. The software used was 

Excel. 

4.3 RESULTS AND DISCUSSION 

4.3.1 Characterization of emulsions  

4.3.1.1 Droplet size, zeta potential and morphology of emulsions 

The o/w emulsions presented droplets size ranging from (4.5 ± 0.3 to 12.2 ± 0.5) 

µm, with Span values between 1.9 ± 0.1 to 4.9 ± 0.1 (Table 4.2). The increase in gelatinized 

starch concentration in emulsions promoted a significant rise in the values of the parameters (D 

[4,3] and Span).  

Table 4.2. Consistency index (Pa.s), flow behavior index, oil droplet size (D[4,3]) (μm), span 

and zeta potential values (mV) of emulsions produced with different alginate and gelatinized 

corn starch ratios. 

a-d Different letters in each column indicate significant differences (p < 0.05). 

A2S0 (Figure 4.1 (I)), and A1S1 (Figure 4.1 (J)) emulsions exhibited similar droplet 

size distribution, with two peaks. The highest peak, approximately at the 5 µm mark, 

corresponds to the larger oil droplets; the lower shoulder, approximately at 2 µm, refers to the 

smaller oil droplets. These two emulsions showed no statistically different span values (Table 

 k (Pa.sn) n (-) R2 D[4,3] (μm) Span Zeta Potential (mV) 

A2S0 16.0a ± 0.1 0.431d ± 0.001 0.9927 
4.5b ± 0.3 1.9c ± 0.1 -92c±3 

A1S1 2.33d ± 0.03 0.563a ± 0.001 0.9980 
5.5b ± 0.7 1.9c ± 0.1 -71b±2 

A1S2 3.9c ± 0.3 0.543b ± 0.006 0.9986 
12.2a ± 0.5  6.8a ± 0.1 -68ab±2 

A1S4 9.5b ± 0.5 0.459c ± 0.006 0.9975 
11.26a ± 0.06  4.8b ± 0.1 -67a±2 
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4.2) and displayed the lowest polydispersity degree. Among the emulsions, A1S2 (D [4,3] = 

(12.2±0.5) µm and Span = (6.8 ± 0.1)) and A1S4 (D [4,3] = (11.26±0.06) µm and Span = 

(4.8±0.1)) presented the highest values of droplet dimensions and polydispersity. The size 

distribution for these formulations exhibited bimodal behavior (Figure 4.1 (K, L)). The droplet 

size distribution of emulsion A1S2 shows one minor peak with a lower volume (≤2%) and 

larger droplets diameters (approximately 30 μm), and one predominant peak with larger volume 

(around 5%) and small droplets sizes around 5 μm (Figure 4.1 (K)). Similar behavior can be 

observed for the A1S4 emulsion (Figure 4.1 (L)), in which the highest peak presents a volume 

of approximately 4% (5 μm), and a lower peak with a volume of 2% (30 μm). In both 

formulations, the predominant peak expresses the oil droplets, and the minor peak represents 

insoluble structures created in the gelatinization process. With excess of water and high 

temperatures, starch granules swell and the amylose and amylopectin chains are released from 

granules, leaving only insoluble structure, known as “ghosts” (Gómez-Luría et al., 2019). Into 

the swollen granules, double helices are formed from amylose and amylopectin chains and 

crosslinked, creating the ghosts (Debet & Gidley, 2007). 

Figure 4.1. Optical (A-D), and CLSM (E-H) micrographs, and size distribution (I-L) of 

emulsions produced with different proportions of alginate and starch. (A, E, I): A2S0 (2:0); (B, 

F, J): A1S1 (1:1); (C, G, K): A1S2 (1:2); (D, H, L): A1S4 (1:4). Scale bar: 20 µm. 
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Optical microscopic images show some “clouds” around the oil droplets in 

emulsions containing gelatinized corn starch (Figure 4.1 (B, C, and D)). On the gelatinization 

process, during the homogenization, granules break down and amylose is released to the 

disperse phase. When it is in contact with oil, the small “clouds” surround the droplets, 

decreasing the interfacial tension, and preventing the coalescence droplets (Gómez-Luría et al., 

2019). This behavior was reported by Yulianingsih and Gohtani (2019), that evaluated the 

properties of gelatinized waxy rice starch in emulsion stabilization, and by Meng, Ma, Sun, 

Wang, and Liu (2014), that reported that the amylose released from starch granules formed 

complex particles with palmitic acid. The interaction between amylose and lipids have been 

reported by several authors(Gelders, Goesaert, & Delcour, 2006; Morrison, Law, & Snape, 

1993). Due to this interaction, the emulsion with no amount of starch presented more 

agglomerated oil droplets, while in the emulsion containing starch, oil droplets are more 

dispersed, as can be observed in optical and CLSM images (Figure 4.1 (A-H)). 

Emulsions (with and without starch) showed highly electronegative values for zeta 

potential, ranging from -67±2 to -92±3 (Table 4.2), which contributed to the electrostatic 

stability, since systems with zeta potential values of  ≥ |30| mV are considered highly stable 

(Cano-Sarmiento et al., 2018). Alginate is the main agent responsible for the high negative 

charge present in the emulsions, promoting stability by a decrease of the interfacial tension on 

the oil droplet and increase of steric forces (Silva, Carvalho, Rabelo, & Hubinger, 2019). The 

substitution of 50% (g/100g) of alginate by gelatinized corn starch (A1S1) promoted a 

significant decrease in the electronegativity of the systems. This behavior may be related to the 

adsorption of the amylose molecules onto the droplet interface, as well as the interaction with 

the alginate molecules. Amylose has a flexible molecular structure that allows the oil droplets 

to be enveloped, as a film (Weissenborn, 1996). This ability was shown to be relevant in 

preventing the instability mechanism (coalescence) in emulsions, as can be seen in the 

morphological images (Figure 4.1 (A-H)). The increase in gelatinized starch concentration from 

25% to 40% (A1S2) and 57.1% (A1S4) presented a significant difference in the reduction of 

electronegativity. However, this decrease is less expressive when compared to that shown by 

the A1S1 emulsion. Therefore, it can be inferred that increasing the concentration to 40% and 

57.1% saturates the droplet interface. Negative charges of the emulsions prepared herein 

indicated that the sodium alginate had more influence on the continuous phase, regardless of 

the added quantity of gelatinized starch. 
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4.3.1.2 Flow behavior 

Rheological measurements indicate that all the emulsions with and without 

gelatinized corn starch exhibited pseudoplastic behavior, with shear-thinning properties, since 

Power Law’s Model revealed n values lower than 1 (Table 4.2). The same behavior was 

observed for emulsions stabilized with 7-28 g/100g of corn starch treated under high pressure 

and for emulsions stabilized with 3-5 g/100g OSA-rice starches (Song, Pei, Zhu, Fu, & Ren, 

2014; Villamonte et al., 2016). The emulsions had distinct n values at confidence level of 95 % 

(α=0.05). The emulsion A2S0 presented the lowest n value and, for emulsions containing 

gelatinized starch, the n value decreased with proportional increases in the concentration of the 

gelatinized starch (Dzuy Nguyen et al., 1998). A2S0 had the highest consistency index (k). 

High concentrations of sodium alginate generate high k values (Belalia & Djelali, 2014). A1S1 

presented k value more than 6 times lower than A2S0 (Table 4.2), showing that the replacing 

part of sodium alginate by gelatinized corn starch decreased the viscosity of the emulsion.  

4.3.2 Characterization of biopolymer beads 

4.3.2.1 Encapsulation Efficiency, size and microstructure 

Results of the biopolymer beads encapsulation efficiency (EE), and size are shown 

in Table 4.3.  

Table 4.3. Encapsulation efficiency (%), mean diameter (μm) and span of biopolymer beads 

produced with different alginate and gelatinized corn starch ratios. 

a-c Different letters in each column indicate significant differences (p < 0.05). 

A2S0 beads presented 95.3% of EE, while the A1S1, A1S2 and A1S4 biopolymer 

beads presented 93.5%, 91.5%, and 92.0% of EE, respectively, and did not show any significant 

differences between themselves (p > 0.05). Studies using alginate matrix to encapsulate oils 

showed similar results of high EE (Aguilar et al., 2015; Bannikova, Evteev, Pankin, 

Beads 
Encapsulation 

Efficiency (%) 
D[4,3] (μm) Span 

Beads A2S0 95.3a±1.3 797.4a±69.7 0.7b±0.1 

Beads A1S1 93.5a±3.5 383.2c±15.0 1.9a±0.3 

Beads A1S2 91.5a±1.0 596.0b±104.2 1.6ab±0.2 

Beads A1S4 92.0a±2.0 572.6b±5.4 1.8ab±0.7 
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Evdokimov, & Kasapis, 2018; Comunian et al., 2017; Soliman, El-Moghazy, Mohy El-Din, & 

Massoud, 2013; Tello et al., 2015), confirming that ionic gelation is an efficient method for 

encapsulation of lipid materials, due to the matrix ability to retain core material. Moreover, the 

replacement of one part of alginate by one part of starch has not changed the encapsulation 

efficiency of beads, since A2S0 and A1S1 showed no significant difference (p > 0.05). Thus, 

increases in the starch concentration did not alter the EE of the beads.  

Table 4.3 displays the particle size for all the beads. The biopolymer A2S0 beads 

had the biggest size, which was related to the higher apparent viscosity of the emulsion, k = 

(15.97±0.06) Pa.s (Section 3.1.1). These beads presented the narrowest range of diameters, with 

span = 0.7. This value differed significantly from those obtained for the other beads prepared 

in this work (p < 0.05). 

The D[4,3] mean diameter of biopolymer beads prepared from emulsions A1S2 and 

A1S4 were similar. Both biopolymer beads presented a wide range of diameters (Table 4.3), 

with span values of 1.6 and 1.8, respectively. The A1S1 beads presented the smallest D[4,3], with 

value of (383.22±15.05)μm, more than twice as small as the biopolymer A2S0 beads, that 

contents the same amount of polymers, but which emulsion has higher viscosity. The mean 

diameters of the biopolymer beads were directly related to the viscosity of the emulsions. The 

bead size increased in direct proportion to the increase in the emulsion viscosities. Davarcı, 

Turan, Ozcelik, and Poncelet (2017) varied the viscosities of alginate solutions in order to study 

the properties of the respective beads, reporting that the alginate beads increased in size when 

the viscosity of the alginate solution increased.  

The microstructure of the biopolymer beads was analyzed by micrographs obtained 

by confocal laser scanning microscopy (CLSM) and by scanning electron microscopy (SEM), 

presented in Figure 4.2. To obtain CLSM micrographs, the oil was stained with Nile red before 

the production of the beads.  
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Figure 4.2. CLSM (A-D) and SEM (E-H) micrographs of beads with different proportions of 

alginate and starch. (A, E): A2S0 (2:0); (B, F): A1S1 (1:1); (C, G): A1S2 (1:2); (D, H): A1S4 

(1:4). Scale bar: (A-D): 200 µm; (E-H); 10 µm. 

SEM images showed the internal structure of the beads, since they were broken for 

analysis. From CLSM (Figure 4.2 (A, B, C, D)) and SEM (Figure 4.2 (E, F, G, H)) images, it 

can be observed that the oil is dispersed in the alginate and in the alginate-starch matrix, 

confirming that the wheat germ oil was encapsulated inside the matrix. Microencapsulation of 

compounds by ionic gelation technique usually generates capsules with the core material 

distributed throughout the matrix, which are called microspheres (Bakry et al., 2016). 

By analyzing SEM images and correlating them to their respective emulsions, it can 

be observed that the beads without starch, A2S0 presented agglomerated oil droplets, the same 

behavior observed for the emulsion. However, the behavior was different from that of the 

emulsions containing gelatinized starch and of their corresponding beads, which presented 

more dispersed oil droplets.  

A2S0 beads, produced only with alginate showed a more compacted 

microstructure, due the higher amount of carboxyl groups of sodium alginate, in relation to the 

other formulations, that binds to the calcium ions and forms a tridimensional network (Grant, 

Morris, Rees, Smith, & Thom, 1973; Singh, Sharma, & Gupta, 2009). A1S1 exhibited a 

homogeneous microstructure, with a small content of pores, due to the complex matrix formed 

by the binding of starch molecules with the carboxyl groups of alginate (Khlibsuwan et al., 

2018; Shi & Bemiller, 2002). The microstructure of A1S4 beads is more compacted than the 

other beads produced with gelatinized starch, due to the high amount of polymers in its 

formulation (71.4%), and A1S2 beads presented a more porous matrix and apparently weaker 

than the other microstructure beads. 
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4.3.2.2 Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR) 

Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR) is a technique that assigns 

absorption or transmittance bands in relation to functional groups. From the bands generated in 

the spectra, it is possible to identify molecular structures (Rohman & Man, 2010). Since it is 

important to know, in this study, the complex formation and interaction between functional 

groups of the wall material (alginate and gelatinized corn starch) and the core material (wheat 

germ oil), this technique was employed. Figure 4.3 exhibits the spectra of native corn starch, of 

alginate and of the biopolymer beads produced with different concentrations of gelatinized corn 

starch and alginate.  

 

Figure 4.3. FTIR spectra of biopolymer beads produced with different alginate and gelatinized 

corn starch ratios.  

Alginate presented peaks at 3459 cm-1, related to OH- stretching (hydroxyl), at 2935 

cm-1, related to stretching of CH, at both 1608 cm-1 and 1415 cm-1, assigned to asymmetric and 

symmetric COO-, respectively (Lawrie et al., 2007). The band at 1030 cm-1, related to 

antisymmetric stretching of C-O-C, is given by guluronic units (Pereira, Sousa, Coelho, Amado, 

& Ribeiro-Claro, 2003). In the spectra of the beads, the intensity of the peaks related to COO- 

and the peak at 1030 cm-1 decreased when compared to the same peaks obtained for the alginate 

powder. This occurs due to the reticulation of alginate with calcium ions. The COO- bands are 

indicatives of an ionic bonding between carboxyl groups of alginate and calcium ions and the 

C-O-C band indicates that there was a partial covalent bonding between calcium and the oxygen 

atom of ether groups (Bekhit, Sánchez-González, Ben Messaoud, & Desobry, 2016).  

In all the obtained spectra for the beads, it is observed that peaks related to wheat 

germ oil do not exist in the alginate and starch spectra. The band at 1745 cm-1 is characteristic 
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of the ester carbonyl functional group of triglyceride (-C=O), while the bands around 1162 cm-

1 and 1238 cm-1 are typical of the stretching vibration of –C-O ester groups. The peaks at 2926 

cm-1 and 2854 cm-1 are related to the asymmetric and symmetric stretching vibrations of –CH2 

group (methylene), respectively. The band around 1465 cm-1 refers to the bending vibrations of 

the CH2 and CH3 aliphatic groups. The peak exhibited at 722 cm-1 is characteristic of the 

overlapping of the rocking vibration of CH2 and the out-of plane vibration of cis-disubstitutes 

olefins (Rohman & Man, 2010; Vlachos et al., 2006). The transmittance at 3009 cm-1 is related 

to the C-H stretching vibration of the cis-double bond. This transmittance value indicates a high 

content of linoleic acid, present at the wheat germ oil. When this band appears at 3006 cm-1, it 

indicates that there is a high content of oleic acid (Guillén & Cabo, 1997). The presence of 

characteristic peaks of wheat germ oil in the beads’ spectra confirmed that the oil did not 

interact with either the alginate or the starch, showing that these matrixes are adequate to 

encapsulate this hydrophobic core.  

4.3.3 Accelerated stability test 

Beads stability were evaluated in relation to amount of tocopherols and the peroxide 

values (PV) during the storage for 6 days at 65 °C (Table 4.4). In relation to the peroxide values, 

the oil extracted from beads did not show significant difference in comparation to the bulk oil 

on days 0, 1, and 3 of storage. On the sixth day of storage, the oil extracted from A1S1 and 

A1S4 showed lower values of PV than bulk oil, and oil from A2S0 and A1S2 beads. Comparing 

the beads containing the same proportion of biopolymers (A1S1 and A2S0), the presence of 

starch generated greater protection to the oil, probably due to the mixed network formed by 

alginate and gelatinized corn starch. Amylose chains of starch form double-helical associations, 

interacting with carboxyl groups of alginate (Khlibsuwan et al., 2018; Shi & Bemiller, 2002). 

The branched-chain of amylopectin, that has numerous contact points, also binds to alginate 

molecules, creating a more complex matrix network (Khlibsuwan et al., 2018). The oil from 

A1S2 beads exhibited high PV (7.03 meq.O2/kg oil). This formulation presented higher starch 

amount than alginate, creating a less resistant matrix, since the only alginate has carboxylate 

anions that bind to the calcium ions of crosslinking agent, forming a strong tridimensional 

network (Grant et al., 1973; Singh et al., 2009). The weakening of the matrix probably allowed 

greater exposure of the entrapped oil to high temperatures and oxygen after 6 days of storage. 

The oil obtained from A1S4 beads presented PV statistically equal to the oil from A1S1.  This 

has occurred due to the higher biopolymers and oil ratio of the A1S4 beads as compared to the 

other formulations, which provided greater protection against oxidation to the encapsulated oil.  
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Table 4.4. Tocopherols amount (mg/g oil) and peroxides value (PV) (meq. O2/kg oil) of bulk oil and oil extracted from the beads 

during the storage time. 

  Tocopherols (mg/g oil) Peroxides value (PV) (meq. O2/kg oil) 

Beads Day 0 Day 1 Day 3 Day 6 Day 0 Day 1 Day 3 Day 6 

Oil 3.54a±0.13 2.70a±0.16 2.19a±0.24 0.23b±0.1 1.21a±0.05 1.53a±0.06 2.53a±0.08 6.46a±0.61 

A2S0 2.58b ±0.40 1.75c±0.02 0.81c±0.08 0.16b±0.05 1.21a±0.07 1.55a±0.15 2.52a±0.85 8.58a±1.30 

A1S1 2.59b ±0.06 2.11b±0.1 1.55b±0.24 0.66a±0.19 1.24a±0.04 1.31a±0.09 1.76a±0.39 2.52b±0.93 

A1S2 2.78b ±0.53 1.83c ±0.07 0.96c±0.12 0.13b±0.05 1.07a±0.11 1.65a±0.29 2.10a±0.21 7.03a±0.42 

A1S4 2.3b ±0.07 1.70c±0.00066 0.86c±0.06 0.079b±0.02 1.22a±0.05 1.42a±0.45 1.65a±0.02 3.50b±0.36 
 a-c Different letters in the same day of storage indicate significant differences (p<0.05). 

Alginate:corn starch ratios: 2:0 (A2S0); 1:1 (A1S1).;1:2 (A1S2); 1:4 (A1S4). 
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Although on day 0 the peroxide values were the same for all samples, the bulk oil 

presented higher amount of tocopherols than oil extracted from beads. It occurred because 

during the oil encapsulation and extraction process, the oil goes to several processes, which 

probably initiates its oxidation and the release of free radicals (Karaca, Low, & Nickerson, 

2013). The tocopherols present in the oil have the ability to donate hydrogen to free radicals, 

resulting in a decrease in the tocopherols in the oil and preventing an increase in the peroxide 

values (Budilarto & Kamal-Eldin, 2015; Chaiyasit, Elias, McClements, & Decker, 2007; 

Kumar & Krishna, 2013; Ramalho & Jorge, 2006). α-tocopherols were the first to be degraded 

and were detected only in the bulk oil on the day 0 (0.66±0.09 mg/g oil), since they are less 

stable than β, γ, and δ-tocopherols (Lampi & Kamal-Eldin, 1998; Yoshida, Tatsumi, & 

Kajimoto, 1991). On days 1 and 3, the content of tocopherols remained higher to bulk oil (Table 

4.4), but the percentage of remaining tocopherols in relation to day 0 was high for both bulk oil 

and oil extracted from A1S1 beads (Figure 4.4 a). After 6 days of storage, both the content of 

total tocopherols (Table 4.4) and the percentage of remaining tocopherols (Figure 4.4 a) were 

higher to oil extracted from A1S1 beads than to bulk oil and oil extracted from other beads. 

During the storage, δ-tocopherols presented higher percentage of remaining tocopherols than 

β-γ-tocopherols (Figures 4.4b and 4.4c), indicating that δ-tocopherols are the most stable 

isomer. This result corroborates with other studies (Lampi & Kamal-Eldin, 1998; Yoshida et 

al., 1991). 

 



Capítulo 4   90 
 

 

 

Figure 4.4. Amount of remaining tocopherols during the storage. (a) Total tocopherols; (b) β-

γ-tocopherols; (c) δ-tocopherols.  

4.4 CONCLUSIONS 

The presence of gelatinized starch on the emulsions allowed a better encapsulation 

of oil droplets and kept them more dispersed in the matrix as compared to the emulsions 

produced with sodium alginate only. The same behavior was observed in the corresponding 

beads. Results from the encapsulation efficiency and FTIR showed that the encapsulation of oil 

in the beads has not changed with the replacement of part of the sodium alginate by different 

amounts of gelatinized starch. The proportion of gelatinized starch used in the production of 

the beads influences on their microstructure and on the stability in relation to oxidation and 

content of tocopherols. After 6 days of storage at 65 °C, beads with 0%, 40% and 57.1% starch 

did not present difference in relation to the tocopherols, while beads with 25% starch showed 

greater retention of the compound. Oil from beads with 25% and 57.1% starch were less 

oxidized than the oil from the other beads. The combination of equal parts of alginate and 

gelatinized corn starch to wheat germ oil microencapsulation showed better results than beads 

formed by alginate matrix only.  
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Resumo 

A atomização de emulsões óleo/água para produção de partículas é amplamente utilizada na 

indústria alimentícia. Durante esse processo, a emulsão fica sujeita a altas taxas de 

cisalhamento que podem influenciar sua estabilidade e as propriedades dos produtos finais. O 

objetivo desse trabalho foi avaliar a estabilidade de emulsões contendo diferentes 

concentrações de alginato de sódio e amido de milho gelatinizado como fase contínua e óleo 

de gérmen de trigo, após o processo de atomização. Emulsões com 2% de amido gelatinizado 

não apresentaram mudanças quanto ao tamanho das gotas e suas propriedades reológicas. 

Emulsões produzidas sem amido e com 1% de amido apresentaram aumento no diâmetro 

médio das gotas de 44,47% e 24,45%, respectivamente, devido à coalescência das gotas, além 

da diminuição de sua viscosidade aparente. A diminuição do perfil viscoso nas emulsões com 

maiores quantidades de amido evitou o rearranjo das moléculas e a coalescência das gotas, o 

que ocorreu com as demais emulsões. O conhecimento do comportamento das emulsões 

durante o processo de atomização auxilia na definição dos melhores parâmetros do processo e 

das amostras, a fim de produzir partículas com propriedades específicas.  

Palavras-chave: atomização, ensaios oscilatórios, viscosidade, amido de milho, alginato de 

sódio 
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5.1 INTRODUÇÃO 

Emulsões são constituídas de dois ou mais líquidos imiscíveis, formando duas fases, 

uma dispersa na outra. Para dispersão dos ingredientes na fase contínua, a emulsificação é 

utilizada para fornecer uma interface e atuar como uma barreira. Porém, as emulsões são 

termodinamicamente instáveis, e há tendência de separação de fases ao longo do tempo, devido 

à diminuição da área de contato interfacial (McClements, Decker, & Weiss, 2007). Para a 

estabilidade das emulsões, são utilizados surfactantes, que são adsorvidos na superfície das 

gotas e formam uma camada protetora, reduzindo a tensão interfacial ou estabilizantes, que 

atuam aumentando a viscosidade da fase contínua, impedindo o movimento das gotas de óleo 

(Guzey & McClements, 2006; McClements et al., 2007). 

A solução de alginato de sódio é utilizada como fase contínua de emulsões óleo/ 

água, muitas vezes na tentativa de aumentar a estabilidade das emulsões (Artiga-Artigas, 

Acevedo-Fani, & Martín-Belloso, 2017; Gu, Decker, & McClements, 2004). O alginato de 

sódio é um polissacarídeo aniônico obtido de algas marrons e constituído de β-D-ácido 

manurônico (M) e α-L-ácido gulurônico (G). Devido à sua boa compatibilidade e não 

toxicidade, o alginato é muito utilizado na indústria farmacêutica e de alimentos (Sarker et al., 

2014). 

Amidos gelatinizados de diversas fontes vem sendo estudados como um meio de 

alterar as propriedades físico-químicas de uma emulsão e melhorar sua estabilidade (Kasprzak, 

Macnaughtan, Harding, Wilde, & Wolf, 2018; Villamonte, Jury, & de Lamballerie, 2016; 

Wang, Luo, Chen, Fu, & Tamer, 2020). O amido é um material biodegradável, não tóxico e 

abundante (Herman, Remon, & De Vilder, 1989; Neelam, Vijay, & Lalit, 2012), e está 

distribuído na forma de grânulos, encontrados em raízes, grãos e frutas. O amido é um 

polissacarídeo composto por moléculas de amilose e amilopectina, com variações na 

cristalinidade, devido à presença de regiões cristalinas e amorfas (Singh, Singh, Kaur, Sodhi, 

& Gill, 2003; Waigh et al., 1997). A gelatinização do amido ocorre quando os grânulos são 

aquecidos na presença de água, absorvem esse solvente e incham, quebrando a estrutura 

cristalina irreversivelmente, gerando moléculas que se dissolvem em água (Copeland, Blazek, 

Salman, & Tang, 2009; Zobel, 1988). 

 Para microencapsular um composto por spray drying, spray chilling e gelificação 

iônica, as emulsões passam por uma etapa de atomização, que as submete a forças de 

cisalhamento e/or elongação intensas. A tensão sofrida pelas gotas da emulsão durante a 

formação das partículas deixam-na suscetíveis a deformações e quebras, modificando a 
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estrutura e propriedades da emulsão (Munoz-Ibanez, Azagoh, Dubey, Dumoulin, & Turchiuli, 

2015). As propriedades das partículas produzidas por um determinado processo normalmente 

são relacionadas às suas respectivas emulsões, sem a consideração de que durante a passagem 

pelo processo de atomização, as propriedades das emulsões podem mudar devido à alta tensão 

de cisalhamento.  

Alguns estudos observaram que no processo de spray drying, durate a atomização, 

as emulsões óleo/água sofreram mudanças na distribuição de tamanho de gotas quando foi 

aplicada uma alta velocidade de alimentação do fluido (Soottitantawat et al., 2005; 

Soottitantawat, Yoshii, Furuta, Ohkawara, & Linko, 2003). A coalescência das gotas foi 

observada em emulsões contendo surfactantes com baixo peso molecular e de alto peso 

molecular em concentrações insuficientes, quando uma tensão externa foi aplicada (Taneja, Ye, 

Jones, Archer, & Singh, 2013). 

Alguns autores já estudaram a estabilidade de emulsões durante o processo de 

atomização. Munoz-Ibanez, Azagoh, Dubey, Dumoulin e Turchiuli (2015) caracterizaram o 

tamanho e a polidispersidade das gotas antes e depois da atomização e observaram que em 

algumas condições estudadas houve redução no tamanho das gotas de óleo. O trabalho concluiu 

que a estabilidade das emulsões durante o processo de atomização depende do tamanho inicial 

da gota de óleo, da energia de atomização aplicada e das viscosidades da fase dispersa e 

contínua. Villalobos-Espinosa et al. (2019) estudaram a influência de dois tipos de bicos 

atomizadores na estabilidade das emulsões preparadas por microfluidização. Os autores 

concluíram que o bico com geometria que forçava o fluido a uma mudança repentina em direção 

ao fluxo de ar gerou uma emulsão menos estável e com gotas maiores em comparação com a 

emulsão inicial, devido à alteração na estrutura do material de parede durante a passagem pelo 

bico, que expôs as superfícies das gotas. 

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influência do processo de atomização com 

bico duplo fluido nas propriedades das emulsões produzidas com óleo de gérmen de trigo, 

alginato de sódio e amido de milho gelatinizado. Além disso, foi estudado o efeito do uso de 

amido de milho gelatinizado na estabilidade das emulsões durante o processo de atomização.  

5.2 MATERIAL E MÉTODOS 

5.2.1 Material 

As emulsões foram preparadas usando óleo de gérmen de trigo (Midelt Quimica 

Ltda., Diadema, São Paulo, Brazil) com a seguinte composição de ácidos graxos: 0.16% 14:0 
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(ácido mirístico); 0,03% 15:0 (ácido pentadecanóico); 10,92% 16:0 (ácido palmítico); 0,10% 

16:1 (ácido palmitoléico); 0,09% 17:0 (ácido margárico); 0,07% 17:1 (ácido cis-10-

heptadecenóico); 3,61% 18:0 (ácido esteárico); 26,44% 18:1 (ácido oléico); 0.30% 18:2 (ácido 

trans t-linoléico); 51.08% 18:2 (ácido linoléico); 0,71% 18:3 (ácido trans t-linolênico); 5,17% 

18:3 (ácido linolênico); 0,38% 20:0 (ácido araquídico); 0,24% 20:1 (ácido eicosenóico); 0.48% 

22:0 (ácido behênico); 0,22% 24:0 (ácido lignocérico). Alginato de sódio (GRINDSTED, 

Alginate FD 175, ácido gulurônico > 60%) e amido de milho (AMISOL 3408, (28,46 ± 0.18)% 

de amilose) foram doados por Danisco Brazil LTDA (Pirapozinho, São Paulo, Brazil) e 

Ingredion Brazil Ingredients LTDA (Limeira, São Paulo, Brazil), respectivamente. Os demais 

reagentes utilizados foram de grau analítico.  

5.2.2 Preparação das emulsões 

As emulsões foram preparadas com solução de alginato de sódio, amido de milho 

gelatinizado, óleo de gérmen de trigo e água destilada. Quatro diferentes formulações foram 

produzidas com diferentes proporções de alginato e amido, como apresentado na Tabela 5.1. 

Tabela 5.1. Condições experimentais para as emulsões produzidas com alginato de sódio, 

amido de milho gelatinizado e óleo de gérmen de trigo. 

Emulsão Alginato de sódio  

(%) 

Amido gelatinizado  

(%) 

Óleo de gérmen de 

trigo (%) 

A2S0 2,0 0 2,0 

A1S1 1,0 1,0 2,0 

A1S2 1,0 2,0 2,0 

A1S4 1,0 4,0 2,0 

 

A solução de alginato de sódio foi obtida dissolvendo-se o alginato em água 

destilada sob agitação magnética por 12 horas. Suspensões de amido contendo amido de milho 

e água destilada foram mantidas sob agitação mecânica durante 20 minutos e depois foram 

aquecidas até 91 °C por 40 min, processo em que ocorreu a gelatinização. As soluções de amido 

gelatinizado foram resfriadas até 25 °C em banho de gelo e misturadas ao óleo de germen de 

trigo e homegeneizadas em um rotor-stator Ultra Turrax model T18 basic (IKA, Staufen, 

Germany), operando a 14.000 rpm por 3 minutos. As emulsões finais foram obtidas pela adição 

da solução de alginato e aplicação de homogeneização por 5 minutos. Todas as emulsões foram 

submetidas a 8 minutos de homogeneização.   
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5.2.3 Processo de atomização das emulsões 

As emulsões foram atomizadas utilizando-se um bico atomizador duplo fluido de 

diâmetro de 0,7 mm (Labmaq do Brazil Ltda, Ribeirão Preto, São Paulo, Brazil) em uma taxa 

de escoamento de 3 mL/min, com o auxílio de uma bomba peristáltica (Masterflex 

Computadorized Drive, Vernon Hills, Illinois, USA). Um escoamento de ar de 848 mL/min 

gerou a força de arraste no bico. A distância entre o bico atomizador e a superfície do recipiente 

utilizado para recolher a emulsão foi fixada em 20 cm. Após a atomização, as emulsões foram 

caracterizadas quanto ao tamanho de gotas, microestrutura e propriedades de escoamento e 

viscoelásticas. 

5.2.4 Tamanho e distribuição de tamanho de gotas 

O diâmetro médio das gotas foi avaliado por Diâmetro de Brouckere, D[4,3] 

(Equação 5.1). A distribuição das gotas de óleo foi determinada por um equipamento de 

difração a laser Mastersizer 2000 (Malvern Instruments Ltd., Malvern, Worcestershire, UK). 

As emulsões foram dispersas em água destilada e analisadas imediatamente após a preparação 

e atomização. Span avaliou o índice de polidespersidade (Equação 5.2).  

𝐷[4,3] =
∑𝑛𝑖𝐷𝑖

4

∑𝑛𝑖𝐷𝑖
3 

(5.1) 

Span=
𝐷90 − 𝐷10

𝐷50
 

(5.2) 

Em que ni é o número de gotas com diâmetro Di, and D10, D50, and D90 são as gotas de óleo 

com percentis 10%, 50%, and 90%, respectivamente. 

5.2.5 Comportamento reológico 

As medidas de escoamento das emulsões foram realizadas imediatamente após sua 

produção e atomização, utilizando-se um reômetro (AR1500ex, TA Instruments, New Castle, 

Delaware, USA), com geometria de placa plana (4 cm de diâmetro, com gap de 200 μm), a 25 

ºC. As curvas de escoamento foram plotadas com taxa de cisalhamento de 0 a 1000 s−1. Os 

dados foram ajustados ao modelo da Lei da Potência, de acordo com a Equação 5.3.  

𝜎 = 𝐾 ∙ 𝛾𝑛 (5.3) 
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Em que 𝜎 (Pa) é a tensão de cisalhamento, γ (s-1) é a taxa de cisalhamento, n (-) é o índice de 

comportamento reológico e K (Pa.sn) é o índice de consistência. 

5.2.6 Ensaios oscilatórios 

Os testes oscilatórios foram realizados em um reômetro Physica MCR301 (Anton 

Paar, Graz, Austria); com geometria de placa plana (50 mm, com gap de 200 μm). As medidas 

foram conduzidas a 25 ºC, imediatamente após terem sido preparadas e atomizadas. A região 

de viscoelasticidade linear foi obtida por varredura de tensão de 0,0001 a 10 Pa, a 1 Hz. As 

propriedades viscoelásticas foram avaliadas por varredura de frequência entre 0,1 e 10 Hz, com 

taxa de tensão fixa em 0,1 Pa. 

5.2.7 Análises estatísticas 

As análises estatísticas foram realizadas a partir de triplicatas dos ensaios 

experimentais e a análise de variância e o teste de Tukey foram realizados para comparações 

médias a nível de 5% de significância.  

5.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.3.1 Tamanho e distribuição de tamanho de gotas  

A Figura 5.1 apresenta a distribuição de tamanho de gotas das emulsões. As 

formulações A2S0 e A1S1 apresentaram distribuição semelhante, unimodal, com um pico 

aproximadamente em 5µm. O span dessas duas amostras é menor que os demais, indicando 

baixa polidespersidade de tamanho tanto nas emulsões iniciais quanto naquelas que passaram 

pelo processo de atomização (Tabela 5.2). 

Tabela 5.2. Diâmetro médio de Brouckere (D[4,3]) e span das emulsões antes e depois do 

processo de atomização. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

a-cLetras minúsculas diferentes em cada coluna indicam diferença significativa (p < 0.05). 
A-BLetras maiúsculas diferentes em cada linha indicam diferença significativa (p < 0.05). 

Emulsão 
D [4,3] (μm) Span (-) 

Antes Depois Antes Depois 

A2S0 4,52b,B±0,32 6,53c,A±0,03 1,87c,A±0,10 1,96c,A±0,13 

A1S1 5,48b,B±0,70 6,82c,A±0,07 1,90c,A±0,04 1,90c,A±0,02 

A1S2 12,24a,A±0,51 13,19a,A±0,67 6,84a,A±0,14 5,84a,B±0,19 

A1S4 11,26a,A±0,08 11,28b,A±0,12 4,77b,A±0,11 4,81b,A±0,05 
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O diâmetro médio das gotas das emulsões com maiores quantidades de amido 

(A1S2 e A1S4) é maior que o diâmetro das outras emulsões (Tabela 5.2), e a distribuição do 

tamanho das gotas apresenta um pico em torno de 50 µm (Figura 5.1 (c, d)). Esse pico é 

referente a estruturas insolúveis criadas no processo de gelatinização do amido, conhecidas 

como “ghosts”. Com o excesso de água e altas tempmeraturas, os grânulos incham e as cadeias 

de amilose e amilopectina são liberadas, sobrando apenas estruturas insolúveis, que são 

formadas pelas duplas hélices entre as cadeias do amido (Debet & Gidley, 2007; Gómez-Luría, 

Vernon-Carter, Alvarez-Ramirez, & Cruz-Sosa, 2019). A presença das estruturas insolúveis nas 

emulsões com maiores quantidades de amido gera um alto span, indicando maior 

polidespersidade de tamanho (Tabela 5.2). 

 

Figura 5.1. Distribuição do tamanho de gotas das emulsões antes (linha pontilhada) e depois 

(linha contínua) do processo de atomização. (a) A2S0; (b) A1S1; (c) A1S2; (d) A1S4. 

Após a atomização, observou-se mudança no perfil de distribuição de gotas nas 

emulsões A2S0, A1S1 e A1S2 (Figura 5.1 (a, b, c)). Durante o processo de atomização, com a 

tensão causada pelo bico, há mudanças na distribuição dos grupos polares e não polares do 

alginato, para formar novas superfícies, alterando a distribuição de tamanho das gotas das 

amostras (Villalobos-Espinosa et al., 2019).  

Em relação ao diâmetro médio, as formulações contendo mais amido (A1S2 e 

A1S4) não apresentaram diferença significativa em comparação com as emulsões iniciais, 

enquanto as emulsões A2S0 (sem amido) e A1S1 (com 1% de amido) apresentaram aumento 
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de 44,47% e 24,45% em relação às emulsões originais, respectivamente (Tabela 5.2). Isso 

ocorreu porque as cadeias de amilose lixiviadas durante a gelatinização do amido circundam e 

interagem com as gotas de óleo, formando complexos, que diminuem a tensão interfacial e 

previnem a coalescência das gotas (Gómez-Luría et al., 2019; Yulianingsih & Gohtani, 2019). 

A emulsão sem amido e com menores quantidades de amido, e consequentemente de amilose 

lixiviada, apresentaram coalescência das gotas de óleo, o que resultou no aumento do Diâmetro 

médio de Brouckere (D[4,3]), em comparação com as demais amostras. 

5.3.2 Comportamento reológico  

As propriedades reológicas das emulsões foram determinadas utilizando-se taxas 

de cisalhamento de 0 to 1000 s-1. Todas as amostras estudadas exibiram comportamento 

pseudoplástico, com tendência à diminuição da viscosidade aparente com o aumento da taxa de 

cisalhamento (Figura 5.2).  

 

Figura 5.2. Curvas de escoamento das emulsões antes e depois do processo de atomização.  

Os dados experimentais foram ajustados ao Modelo da Lei da Potência e ao Modelo 

de Herschel-Bulkley, mas apresentaram melhor ajuste com o Modelo da Lei da Potência, 

porque as emulsões apresentaram σ0 igual a zero. O índice de comportamento reológico (n) 

apresentou valores menores que 1, o que indica comportamento pseudoplástico. Quanto ao 
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índice de consistência (k), a emulsão A2S0 apresentou maior k, comportando-se como a 

amostra mais viscosa (Tabela 5.3). 

Tabela 5.3. Índice de consistência (k) (Pa.s) e índice de comportamento reológico (n) (-) das 

emulsões antes e depois do processo de atomização. 

Emulsão 
K (Pa.sn) n (-) 

Antes Depois Antes Depois 

A2S0 16,00a,A±0,06 15,65a,B ±0,12 0,43d,B±0,0009 0,43d,A±0,0003 

A1S1 2,33d,A ±0,02 2,24d,B ±0,02 0,56a,B±0,001 0,57a,A±0,006 

A1S2 3,94c,A ±0,25 4,41c,A ±0,18 0,54b,A ±0,006 0,53b,A±0,002 

A1S4 9,53b,A ±0,55 8,38b,A ±0,32 0,46c,B±0,007 0,47c,A±0,001 
a-cLetras minúsculas diferentes em cada coluna indicam diferença significativa (p < 0.05). 
A-BLetras maiúsculas diferentes em cada linha indicam diferença significativa (p < 0.05). 

A emulsão com 2% de alginato de sódio e sem amido (A2S0) apresentou maior 

viscosidade que as demais emulsões. Substituindo-se 1 parte de alginato por uma parte de amido 

de milho gelatinizado, e obtendo-se então a emulsão A1S1, a viscosidade aparente teve uma 

grande diminuição, principalmente em baixas taxas de cisalhamento. A grande diferença na 

viscosidade aparente e no parâmetro k entre essas duas emulsões provavelmente é devido ao 

peso molecular do amido ser significativamente menor do que do alginato, não sendo suficiente 

para manter a viscosidade alta como na emulsão com 2% de alginato.  

Os parâmetros k e n foram analisados antes e depois do processo de atomização. 

Para as emulsões com maiores de amido (A1S2 e A1S4), não houve alteração nos parâmetros, 

corroborando com os resultados de diâmetro médio de gotas, que também não apresentaram 

mudanças após o processo. Para as emulsões A2S0 e A1S1, após a atomização, houve 

decréscimo do valor do índice de consistência (k), indicando que a viscosidade aparente 

diminuiu com o cisalhamento causado pelo processo. Os valores de n aumentaram para ambas 

as emulsões. O índice de consistência não está diretamente relacionado à estabilidade das 

emulsões durante o processo de atomização, pois as amostras com maior e menor índice tiveram 

sua estabilidade enfraquecida. Porém, a diminuição de k após o processo influenciou em sua 

estabilidade. Na emulsão A2S0, que não possui amido, quando as moléculas entraram em 

contato com altas taxas de cisalhamento, o mecanismo estérico das moléculas de alginato não 

foi suficiente para manter as gotas de óleo dispersas, fazendo com que elas coalescessem. Na 

emulsão A1S1, a quantidade de amido era pequena, e não foi suficiente para as moléculas 

lixiviadas interagirem com as gotas de óleo. Já nas emulsões A1S2 e A1S4, que apresentam 

maior quantidade de amido, as moléculas ou agregados moleculares do amido entraram em 
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contato com a interface óleo/água, permitindo a manutenção da dispersão das gotas durante o 

processo e evitando a coalescência (Kasprzak et al., 2018). 

5.3.3 Ensaios oscilatórios  

Para determinar a região de viscoelasticidade linear das amostras, foi realizada uma 

varredura de tensão entre 0,0001 e 10 Pa, em frequência fixa em 1 Hz (resultados não foram 

mostrados). Os módulos de armazenamento (G’) e de dissipação (G’’) foram determinados pela 

varredura de frequência oscilatória, em que a tensão de cisalhamento foi fixada em 0,1 Pa. O 

módulo de armazenamento está associado à quanto de energia o material armazena em cada 

ciclo, ou à contribuição elástica, enquanto o módulo de dissipação está relacionado à dissipação 

da energia em cada ciclo, ou à contribuição viscosa. Em todas as emulsões estudadas, o módulo 

de dissipação (G’’) é maior que o módulo de armazenamento (G’), indicando que as amostras 

apresentam comportamento viscoso, ou seja, a maior parte da energia é dissipida, 

principalmente em altas frequências. Os parâmetros viscoelásticos G’ e G’’ aumentaram em 

função da frequência (Figura 5.3), porque os pontos de ligações das cadeias macromoleculares 

do alginato não tiveram tempo de deslizar e limitar a orientação das cadeias ao longo de forças 

externas como pontos de ligação, indicando que as amostras apresentam comportamento 

viscoelástico, entre líquido e sólido (Zhou et al., 2019). Esse comportamento é comum para 

sistemas poliméricos diluídos (Steffe, 2008), e similar a estudos realizados com soluções de 

alginato (Belalia & Djelali, 2014; Ma, Lin, Chen, Zhao, & Zhang, 2014; Zhou et al., 2019). Os 

valores de G’ e G’’ são maiores para a emulsão com maior quantidade de alginato e sem a 

presença de amido (A2SO). 
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Figura 5.3. Módulos de armazenamento G’ (símbolo cheio) e de perda G’’ (símbolo vazio) das 

emulsões. (a) A2S0; (b) A1S1; (c) A1S2; (d) A1S4. 

O parâmetro tan δ é a razão entre o módulo viscoso (G”) e o módulo de 

armazenamento (G’) e foi utilizado para comparar o comportamento viscoelástico das emulsões 

(Figura 5.4). Em baixas frequências, ou seja, maior tempo, o tan δ das emulsões A2SO e A1S1 

é maior, e vai diminuindo com o aumento da frequência, demonstrando que as emulsões vão se 

tornando menos viscosas. Soluções de alginato com altas concentrações exibem 

comportamento mais elástico com o aumento da frequência (Rezende, Bártolo, Mendes, & 

Maciel Filho, 2009). Nas emulsões com maior quantidade de amido (A1S2 e A1S4), o tan δ é 

menor do que nas outras amostras, mesmo a baixas frequências, indicando um comportamento 

menos viscoso que as demais formulações. Além disso, o tan δ da emulsão A1S2 e A1S4, com 

maiores concentrações de amido mantiveram-se mais constante ao longo da frequência 

estudada do que as demais amostras, demonstrando serem fluidos mais estáveis, (menor 

dependência do tempo de observação). 
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Figura 5.4. Parâmetro tan δ das emulsões. 

As emulsões estudadas não apresentaram mudanças nas propriedades viscoelásticas 

após o processo de atomização, mas os diferentes comportamentos viscoelásticos influenciaram 

na estabilidade das gotas durante o processo. Analisando as curvas de tan δ (Figura 5.4), 

observa-se que as emulsões A2S0 e A1S1 apresentaram maiores valores de tan δ que as outras 

amostras, principalmente em baixas frequências, indicando um comportamento mais viscoso. 

A resposta viscosa predominante nessas emulsões pode estar relacionada com o 

desentrelaçamento e rearranjo das cadeias moleculares dos polímeros durante um longo período 

de oscilação (Ferreira, 2008). Esse rearranjo molecular pode ter sido o responsável por 

desestabilizar o sistema e causar a coalescência das gotas de óleo, tornando o diâmetro médio 

maior após a atomização, em relação às emulsões iniciais. As emulsões com maiores 

quantidades de amido gelatinizado A1S2 e A1S4, apesar de possuírem comportamento viscoso, 

apresentaram tan δ menor. O fato das emulsões com maiores quantidades de amido 

apresentarem comportamento menos viscoso ao longo da frequência está em concordância com 

outros trabalhos, que exibem comportamento predominantemente elástico para suspensões de 

amidos gelatinizados (Li, Ye, Zhou, Lei, & Zhao, 2019; Precha-Atsawanan, Uttapap, & Sagis, 

2018; Wang et al., 2020). 
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5.4 CONCLUSÃO 

O estudo experimental de atomização de emulsões contendo alginato de sódio e 

amido de milho gelatinizado como fase contínua mostrou que a estabilidade das emulsões 

durante o processo de atomização é dependende da quantidade de amido presente. As emulsões 

contendo pouca ou nenhuma concentração de amido gelatinizado apresentaram aumento no 

tamanho de gotas de óleo de gérmen de trigo, além de diminuição da viscosidade aparente, 

enquanto as emulsões com maiores teores de amido não tiveram suas propriedades alteradas 

após a atomização. Além da influência da quantidade de amido na estabilidade das gotas, o 

comportamento viscoelástico das emulsões também demonstrou ser um fator importante, já que 

o comportamento predominantemente viscoso causou rearranjos moleculares, que contribuiu 

para a coalescência das gotas. A estabilidade de emulsões sob altas taxas de cisalhamento 

durante o processo de atomização é importante para garantir que não ocorram quebras e 

coalescência das gotas de óleo, prejudicando as propriedades das partículas produzidas. 
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6.1 DISCUSSÃO GERAL 

A incorporação de ingredientes saudáveis em alimentos tem aumentado 

significativamente na indústria de alimentos. O consumo de óleo de gérmen de trigo apresenta 

diversas vantagens, como redução do nível de colesterol no sangue e retardamento do 

envelhecimento, já que possui diversos antioxidantes e aminoácidos. Esse óleo apresenta a 

maior quantidade de tocoferóis quando comparado a outros óleos vegetais. Devido ao seu alto 

conteúdo de ácidos graxos polinsaturados, o óleo de gérmen de trigo é suscetível à oxidação, 

que deteriora os seus componentes nutricionais. Para proteger e veicular esse óleo, a 

microencapsulação é amplamente utilizada. A técnica de gelificação iônica permite a produção 

de partículas úmidas e com forte matriz encapsulante. O uso de amido combinado com alginato 

de sódio para produção de partículas por gelificação iônica tem sido bastante estudado, mas há 

poucos estudos sobre a influência dos componentes do amido nas propriedades da matriz 

formada. Assim, o presente trabalho tem como objetivo avaliar as diferentes redes formadas, 

dependendo do amido utilizado, e definir uma melhor condição para a microencapsulação de 

óleo de gérmen de trigo. 

Para a determinação de uma matriz com propriedades compatíveis à microencapsulação 

do óleo de gérmen de trigo, no Capítulo 3 foram produzidos macrogéis com matrizes de 

alginato de sódio e amidos de milho com diferentes teores de amilose, com e sem gelatinização. 

Foi avaliada a influência do teor de amilose e gelatinização nas propriedades dos géis, antes e 

depois do processo de digestibilidade in vitro. A escolha por analisar macrogéis foi devido à 

maior facilidade de observação da microestrutura das matrizes formadas e de suas 

características ao longo do processo digestivo, em comparação às micropartículas. Os 

macrogéis produzidos com amidos gelatinizados apresentaram estrutura menos porosa que 

aqueles com amidos não gelatinizados, devido à rede mista formada pela ligação de hidrogênio 

entre as cadeias de amido e alginato. Durante a fase entérica do processo de digestibilidade in 

vitro, os géis com amidos gelatinizados, que originalmente possuíam rede mais estruturada, 

apresentaram maior liberação de glicose e microestruturas mais degradadas e porosas que os 

demais géis, já que as cadeias lixiviadas do amido são mais suscetíveis à hidrólise enzimática 

do que os grânulos. Com relação à proporção de amilose/amilopectina, a maior degradação 

dos géis após o processo digestivo é relacionada com o maior conteúdo de amilopectina do 

amido. Este estudo mostrou que cada amido utilizado na matriz confere características 

específicas aos macrogéis. A partir das microscopias e dos dados de glicose liberada durante a 

digestibilidade dos macrogéis, determinou-se que o uso dos amidos com média e alta 
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quantidade de amilopectina seriam os ideiais para uma matriz utilizada na encapsulação de 

compostos a serem liberados no intestino, como é o caso do óleo de gérmen de trigo.  

Numa segunda etapa, apresentada no Capítulo 4, definiu-se que o óleo de gérmen de 

trigo seria microencapsulado em matriz de alginato contendo amido de milho comum (28% de 

amilose), já que a rede estudada permite rápida liberação na fase entérica. Foi avaliada a 

influência da proporção de amido gelatinizado nas propriedades das emulsões e das partículas 

obtidas por gelificação iônica, principalmente em relação à microestrutura e à estabilidade. A 

presença de amido nas emulsões ajudou na dispersão das gotas de óleo, devido à interação 

entre as cadeias de amilose lixiviada na gelatinização e o óleo. As partículas produzidas pela 

atomização das emulsões em solução reticulante de cloreto de cálcio apresentaram eficiência 

de encapsulação maior que 90%. A proporção entre alginato e amido gelatinizado influenciou 

na microestrutura das partículas e sua estabilidade. O estudo de estabilidade foi realizado a 

65°C, com umidade controlada de 80%, por 6 dias. As matrizes com proporção de 1:1 de 

alginato:amido apresentaram microestrutura uniforme, com poucos poros, e menor valor de 

peróxidos que as partículas produzidas apenas com alginato, além de maior quantidade de 

tocoferóis que as demais partículas, mostrando-se uma partícula apropriada para a manutenção 

da estabilidade do óleo encapsulado. Aumentando-se a proporção de amido para 1:2 de 

alginato:amido, observou-se enfraquecimento da rede e maior porosidade, permitindo maior 

exposição do óleo de gérmen de trigo à alta temperatura e ao oxigênio durante a estocagem, 

gerando baixa estabilidade das partículas. Já as partículas obtidas com a maior proporção de 

alginato:amido (1:4), apresentaram microestrutura homogênea e mais compacta que as demais 

contendo amido, devido à alta proporção de material de parede em relação ao óleo, resultando 

em baixos valores de peróxidos, porém sem diferenças na quantidade de tocoferóis em relação 

às partículas produzidas apenas com alginato. Este estudo mostrou que uma pequena 

quantidade de amido gelatinizado incorporada à rede de alginato gera matriz que garante 

melhor estabilidade oxidativa e de tocoferóis do óleo encapsulado. 

Para a produção das micropartículas de óleo de gérmen de trigo, a emulsão contendo o 

óleo como fase dispersa e a solução mista de alginato de sódio e amido gelatinizado como fase 

contínua passam por um processo de atomização para a formação de gotas que são reticuladas 

na solução de cloreto de cálcio. Durante esse processo, a emulsão fica sujeita a altas taxas de 

cisalhamento que podem influenciar sua estabilidade e as propriedades dos produtos finais. 

Por isso, no Capítulo 5, foram analisados o efeito da atomização nas propriedades das 

emulsões e a influência do amido gelatinizado em suas estabilidades. As emulsões foram 

produzidas e atomizadas num recipiente sem a presença de solução reticulante. Foram 
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utilizadas proporções de alginato:amido de 2:0, 1:1, 1:2 e 1:4. Este estudo mostrou que a 

atomização influencia na estabilidade das emulsões quando elas são produzidas com pouca ou 

nenhuma quantidade de amido. As emulsões com as proporções de alginato:amido de 2:0 e 1:1 

apresentaram aumento no tamanho de gotas de óleo das gotas de óleo, além de diminuição da 

viscosidade aparente, enquanto as emulsões com maiores teores de amido não tiveram suas 

propriedades alteradas após o processo de atomização. O comportamento viscoelástico das 

emulsões, apesar de não ter sido alterado, é um fator que influencia na estabilidade das 

emulsões, já que as amostras com menos amido apresentaram comportamento 

predominantemente viscoso, em que ocorreu rearranjo molecular das cadeias, causando 

coalescência das gotas.  

Para trabalhos futuros, sugere-se a produção de partículas contendo óleo de gérmen de 

trigo utilizando-se o alginato de sódio e amido de milho com os diferentes teores de amilose, 

gelatinizados ou não, e a avaliação dos efeitos de cada um desses amidos na estabilidade do 

óleo encapsulado. Para complementar, o processo de digestibilidade in vitro de cada uma das 

formulações estudadas aumentaria o conhecimento sobre a influência do material de parede na 

liberação do óleo. Uma segunda sugestão seria a utilização de compostos hidrofílicos como 

material de recheio, com a combinação de alginato e amido de milho com diferentes teores de 

amilose como material de parede. A avaliação do comportamento das partículas seria realizada 

em relação à eficiência de encapsulação, estabilidade do composto e à liberação durante a 

digestibilidade in vitro, sendo possível a seleção da melhor combinação para a encapsulação 

de compostos hidrofílicos.
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7.1 CONCLUSÃO GERAL 

 

Com base nos resultados obtidos, as seguintes conclusões são apresentadas: 

 O uso de amido de milho associado ao alginato de sódio permitiu a criação de 

matrizes com diferentes características, dependendo do teor de amilose do 

amido e da presença ou não de gelatinização. 

 O alto teor de amilose no amido gerou géis mais fortes, antes e depois da 

digestibilidade in vitro, quando comparados aos géis produzidos com amidos 

com baixo e médio teores de amilose. 

 Géis produzidos com amidos com médio e alto teores de amilopectina foram 

rapidamente degradados na fase entérica da digestão.  

 O uso de amido de milho gelatinizado em substituição parcial ao alginato de 

sódio em emulsões com óleo de gérmen de trigo permitiu melhor encapsulação 

das gotas e a mantiveram mais disperas na fase contínua quando comparadas à 

emulsão contendo apenas alginato.  

 A substituição de parte do alginato por amido de milho gelatinizado na obtenção 

de partículas por gelificação iônica não afetou a eficiência de encapsulação, que 

foi maior que 90% para todas as formulações estudadas.  

 A proporção de alginato e amido influenciou na microestrutura e na estabilidade 

de partículas produzidas por gelificação iônica. A proporção de 1:1 permitiu a 

produção de partículas que apresentaram maior estabilidade oxidativa do óleo 

e maior quantidade de tocoferóis, no sexto dia de estocagem acelerada.  

 Maiores concentrações de amido de milho gelatinizado em emulsões com óleo 

de gérmen de trigo e alginato de sódio geraram menor coalescência das gotas 

de óleo durante o processo de atomização. 

 O comportamento predominantemente viscoso das emulsões sem amido e com 

proporção de 1:1 de alginato:amido causou rearranjos moleculares, que 

contribuiram para a coalescência das gotas de óleo durante o processo de 

atomização. 
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APÊNDICE A – CARACTERIZAÇÃO DOS AMIDOS DE MILHO 

Além da caracterização dos amidos apresentada nos Capítulos 3 e 4, foram realizados 

ensaios de Calorimetria diferencial de varredura (DSC) e de Difração de Raio-X para maior 

especificação dos diferentes tipos de amido utilizados. 

Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) 

As curvas de calorimetria diferencial de varredura (DSC) foram obtidas para 

determinação da temperatura de gelatinização dos amidos. Essa análise foi realizada em 

equipamento DSC TA 2010, controlado por módulo TA5000 (TA Instruments, New Castle, 

Delaware, EUA). Cerca de 2 mg de amido foram acondicionadas em cápsulas juntamente com 

água, para que fosse obtida uma suspensão com aproximadamente 80% de umidade. As 

cápsulas foram fechadas hermeticamente e ficaram em repouso por 2 horas, para hidratação da 

amostra. As amostras foram aquecidas até 120°C (para o amido com alto teor de amilopectina), 

160°C (para amido com médio teor de amilose) e 180°C (para o amido com alto teor de 

amilose), a uma taxa de 10 °C/min. O teor de umidade dos amidos foi determinado. As curvas 

obtidas são apresentadas nas Figuras A.1 (amido de milho comum), A.2 (amido de milho com 

alto teor de amilopectina) e A.3 (amido de milho com alto teor de amilose). 

 

Figura A.1. Curva de DSC do amido de milho comum (28,46% de amilose). 
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Figura A.2. Curva de DSC do amido de milho com alto teor de amilopectina (6,62% de 

amilose). 

 

Figura A.3. Curva de DSC do amido de milho com alto teor de amilose (61,10% de amilose). 
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O amido comum, com 28,46% de amilose exibiu temperatura de gelatinização em torno 

de 70°C (Figura A.1), enquanto o amido com alto teor de amilopectina apresentou temperatura 

de gelatinização aproximadamente em 75 °C (Figura A.2). Já na curva de calorimetria do 

amido com alto teor de amilose, não é observado o efeito de gelatinização até 

aproximadamente 170 °C (Figura A.3). O alto teor de amilose nesse amido faz com que sua 

gelatinização aconteça a altas temperaturas, devido ao seu denso empacotamento dos grânulos. 

Essa análise ajuda a explicar o fato do amido com alto teor de amilose ter possuído grânulos 

intactos após o processo de gelatinização, que ocorreu em autoclave a 120°C, por 40 minutos 

(Capítulo 3). O processo de gelatinização realizado para a produção dos macrogéis permitiu a 

desestruturação de parte dos grânulos do amido com alto teor de amilose, mas sua gelatinização 

não foi completa. 

Difração de Raio-X 

A difração de raio-X é uma técnica importante para estudar o estado cristalino-amorfo 

dos produtos. Estruturas amorfas produzem padrões de pico amplos, devido à desordem 

molecular que gera difração de bandas dispersas. Picos estreitos são difratados por estruturas 

cristalinas, pois apresentam uma alta ordem de configuração (CAPARINO et al., 2012; SILVA 

et al., 2016). O padrão de cristalinidade do amido é fortemente dependendo do teor de amilose 

e do comprimento médio da cadeia de amilopectina (CHEETHAM; TAO, 1998). Os 

difratogramas dos amidos com diferentes teores de amilose são apresentados na Figura A.4. 

 

Figura A.4. Difração de raio-X dos amidos de milho com diferentes teores de amilose. 
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O amido de milho comum apresenta padrão do tipo A típico, com fortes reflexões em 2θ 

em 15° e 23°, além de um pico duplo em 17° e 18°. O amido com alto teor de amilopectina 

apresenta esses mesmos picos, com padrão bastante semelhante ao amido comum. O amido 

com alto teor de amilose apresenta um padrão diferente dos demais, com o pico entre 17° e 

18° tornando-se um só. O espectro desse amido também apresenta os picos em 20° e 22° e 

originou-se um pico a 5°, característico de padrões tipo B. Segundo Cheetam e Tao (1998), o 

espectro do amido com aproximadamente 65% de amilose apresenta padrão igual ao amido de 

batata, que possui padrão tipo B.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Apêndices   143 
 

 

 

REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 

CAPARINO, O. A. et al. Effect of drying methods on the physical properties and 

microstructures of mango (Philippine “Carabao” var.) powder. Journal of Food 

Engineering, v. 111, n. 1, p. 135–148, 2012.  

CHEETHAM, N. W. H.; TAO, L. Variation in crystalline type with amylose content in maize 

starch granules :an X-ray powder diffraction study. Carbohydrate Polymers, v. 36, p. 

277–284, 1998.  

SILVA, E. K. et al. Ultrasound-assisted encapsulation of annatto seed oil: Whey protein isolate 

versus modified starch. Food Hydrocolloids, v. 56, p. 71–83, 2016. 



Apêndices   144 
 

 

 

APÊNDICE B – CARACTERIZAÇÃO DO ÓLEO DE GÉRMEN DE TRIGO 

Composição de ácidos graxos do óleo de gérmen de trigo  

A composição de ácidos graxos do óleo de gérmen de trigo foi determinada por 

cromatografia gasosa, utilizando o método oficial da AOCS (AOCS, 2009). A análise foi 

realizada em cromatógrafo gasoso capilar (CGC Agilent 68650 Series GC System, Sunnyvale, 

California, EUA), com coluna capilar de comprimento 30m, diâmetro interno 0,25mm e 

espessura do filme 0,25μm DB-23 (Agilent, Sunnyvale, California, EUA). As condições de 

operação foram: Gás de arraste Hélo, com fluxo de 1 mL/min e velocidade linear de 24 cm/seg, 

temperatura do detector de 280 °C, temperatura do injetor de 250 °C e rampa de aquecimento 

de 110 °C a 215 °C a 5 °C/min. O volume injetado foi de 1 µL. A análise foi realizada no 

Laboratório de Óleos e Gorduras, da Faculdade de Engenharia de Alimentos 

(FEA/UNICAMP). A composição de ácidos graxos do óleo de gérmen de trigo é apresentada 

na Tabela B.1. Esse óleo apresenta alto teor de ácidos graxos polinsaturados, que podem ser 

rapidamente oxidados. 

Tabela B.1. Composição de ácidos graxos do óleo de gérmen de trigo 

Ácido graxo % (m/m) 

mirístico (C14:0) 0,16 

pentadecanóico (C15:0) 0,03 

palmítico (C16:0) 10,92 

palmitoléico (C16:1) 0,1 

margárico (C17:0) 0,09 

cis-10-heptadecenóico (C17:1) 0,07 

esteárico (C18:0) 3,61 

oléico (C18:1)  26,44 

trans t-linoléico (C18:2) 0,3 

linoléico (C18:2) 51,08 

trans t-linolênico (C18:3) 0,71 

linolênico (C18:3) 5,17 

araquídico (C20:0) 0,38 

eicosenóico (C20:1)  0,24 

behênico (C22:0) 0,48 

lignocérico (C24:0) 0,22 
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Índice de estabilidade do óleo de gérmen de trigo 

O índice de estabilidade do óleo de gérmen de trigo foi determinado utilizando o método 

de Rancimat, a 120°C, com taxa de escoamento de ar de 20 L/h, utilizando um equipamento 

Biodiesel Rancimat 893 (Metrohm, Herisau, Suíça). A análise foi realizada em quadruplicata. 

Os valores do tempo de indução do óleo podem ser relacionados com a estabilidade oxidativa. 

Maiores tempos de indução indicam maior estabilidade. O tempo de indução do óleo de gérmen 

de trigo foi de 4,56 h ± 0,06. Esse valor é baixo, quando comparado com outros óleos, como 

por exemplo o azeite de oliva. O baixo valor do tempo de indução indica que o óleo de gérmen 

de trigo apresenta baixa estabilidade oxidativa, devido ao alto teor de ácidos graxos 

insaturados. A baixa estabilidade desse óleo justifica sua microencapsulação, com o objetivo 

de protegê-lo contra a oxidação lipídica e a degradação de compostos, como os tocoferóis.
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APÊNDICE C – CRISTALINIDADE DAS PARTÍCULAS (CAPÍTULO 4) 

A cristalinidade das partículas produzidas no Capítulo 4, com proporções de alginato e 

amido de 2:0, 1:1, 1:2 e 1:4 foi avaliada com a análise de Difração de Raio-X (DRX). As curvas 

de DRX das partículas, do amido de milho e do alginato de sódio são apresentadas na Figura 

C.1. 

 

Figura C.1. Difração de raio-X das partículas produzidas com diferentes proporções de alginato 

e amido de milho gelatinizado. A2S0: 2:0; A1S1: 1:1; A1S2: 1:2; A1S4: 1:4. 

O alginato exibiu dois picos cristalinos a 2θ = 13 ° e 22 ° (WANG et al., 2010). O 

espectro de amido de milho nativo apresentou picos em 2θ = 15 °, 17 °, 18 ° e 23 °, indicando 

que sua estrutura cristalina segue um padrão do tipo A (FERRINI et al., 2008). O padrão tipo 

A é característico dos amidos de cereais, exceto aqueles com alto teor de amilose 

(AGGARWAL; DOLLIMORE, 1998). 

Os difratogramas de raio-X das partículas com e sem amido gelatinizado mostraram um 

pico amplo correspondente ao estado amorfo. Esse pico é característico do espectro de 

partículas de alginato de cálcio e resulta de um espaçamento regular ao longo do eixo da cadeia 

molecular, e não da reticulação intermolecular (VREEKER et al., 2008). Os picos cristalinos 

típicos do amido desapareceram nos padrões das partículas com diferentes concentrações de 

amido gelatinizado (A1S1, A1S2 e A1S4). Portanto, a gelatinização do amido usada para 

produzir as partículas foi eficiente. Quando os grânulos de amido estão na presença de um alto 

teor de água e alta temperatura, as ligações intermoleculares das moléculas de amido se 
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quebram, alterando sua estrutura granular, causando, assim, uma perda de cristalinidade (XU 

et al., 2016). Um estudo anterior mostrou que partículas de alginato de cálcio produzidas com 

amido de milho nativo, sem tratamento de gelatinização, apresentaram os picos cristalinos 

característicos do amido. A intensidade dos picos diminuiu com a redução na concentração de 

amido nas partículas (FELTRE et al., 2018). 
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