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RESUMO

ENCAPSULAMENTO DE ACIDO LINOLEICO CONJUGADO (CLA) POR SPRAY-
DRYING

André Mesquita Magalhaes Costa

Orientadores: Anna Paola Trindade Rocha Pierucci, Alexandre Guedes Torres e Cristiana

Pedrosa Melo Porto

O encapsulamento do CLA pode ser empregado para aumentar a estabilidade do nutriente e o
enriquecimento/fortificacdo de alimentos com o mesmo, visando a promocdo de saude. O
processo de microencapsulamento é afetado pela composicdo da matriz encapsulante (ME).
Embora existam materiais de parede (MP) ja estabelecidos, ha uma intensa busca por novos
materiais com propriedades distintas. O objetivo geral deste trabalho foi microencapsular
CLA utilizando proteinas de ervilha na forma isolada (IPE) ou concentrada (CPE) como
Unicas constituintes da ME ou associadas a maltodextrina (M), ou carboximetilcelulose
(CMC). Foram secas em spray-drying 10 formula¢Bes contendo 3,7% de sdlidos totais, nas
formulagdes com CMC, e 8,6% nas demais. Os componentes da ME e a razdo nlcleo:ME
variaram nas formulacdes sendo: 1) CLA:IPE (1:2); 2) CLA:CPE (1:2); 3) CLAIPE (1:3); 4)
CLA:.CPE (1:3); 5) CLA:IPE (1:4); 6) CLA:CPE (1:4); 7) CLA:M:IPE (1:1:3); 8)
CLA:M:CPE (1:1:3); 9) CLA:CMC:IPE (1:1:3); e 10) CLA:CMC:CPE (1:1:3). As
microparticulas produzidas foram caracterizadas quanto a: retencdo de CLA, por CG,
eficiéncia de microencapsulamento (EM), tamanho de particula (difracdo a laser) e teor
umidade. Todas as formulacGes apresentaram valores satisfatorios de retencdo de CLA e de
umidade. No entanto, as microparticulas revestidas por CPE apresentaram maiores valores de
EM (p<0,05). Embora a adi¢io de carboidratos na ME tenha aumentado a EM, a presenca de
CMC nas formulagbes foi responsavel por aumentar a dispersao na distribuicdo no tamanho
das mesmas. As formulagdes CLA:CPE (1:4) e CLA:M:CPE (1:1:3) apresentaram o0s
resultados mais promissores e foram analisadas quanto a: espectroscopia de infravermelho
(FTIR), estabilidade térmica (TGA), calorimetria diferencial de varredura (DSC),
solubilidade, dispersibilidade e morfologia (MEV). Além disso, a estabilidade oxidativa do
CLA foi determinada durante dois meses & temperatura ambiente pela produgdo de compostos

volateis e variacdo da concentragdo de CLA e do seu perfil de isdmeros. O



microencapsualmento ndo alterou a estabilidade térmica do CLA. As microparticulas de
CLA:M:CPE (1:1:3) apresentaram superficie com menor grau de rugosidade e auséncia de
aglomeracdo. Além disso, demonstraram maiores valores de solubilidade, dispersibilidade e
temperatura de transicdo vitrea (Tg). A concentracdo de CLA e o perfil de isdmeros nédo
variou durante o teste de estabilidade nas duas formulagdes. Dentre os compostos volateis
identificados, o heptanal foi utilizado como marcador da oxidagdo de CLA, havendo um
incremento significativo de sua concentracdo nos primeiros 30 dias nas duas microparticulas e
com manutencdo dessas concentracdes até o final do estudo. Portanto, a utilizacdo de
proteinas de ervilha no microencapsulamento de CLA foi eficaz em manter o mesmo estavel
durante dois meses a temperatura ambiente. Embora a adicdo de M na ME ndo tenha
influenciado a estabilidade oxidativa das particulas, a presenca do carboidrato melhorou as
caracteristicas fisico-quimicas, viabilizando a insercdo das microparticulas em diversos
alimentos. Além disso, os resultados presentes nessa dissertacdo demonstram uma nova
aplicacdo das proteinas de ervilha, um MP natural, de baixo custo, sustentavel e

hipoalergénico.

Palavras-chave: CLA, MICROENCAPSULAMENTO, SPRAY-DRYING,
CONCENTRADO PROTEICO DE ERVILHA, MALTODEXTRINA,
CARBOXIMETILCELULOSE, OXIDACAO LIPIDICA.



ABSTRACT

ENCAPSULATION OF CONJUGATED LINONEIC ACID (CLA) BY SPRAY-DRYING

André Mesquita Magalhaes Costa

Orientadores: Anna Paola Trindade Rocha Pierucci, Alexandre Guedes Torres e Cristiana

Pedrosa Melo Porto

Microencapsulation of CLA could be employed to increase the stability of the nutrient
and in the enrichment of food, aiming at health promotion. The microencapsulation process is
strongly affected by the composition of the wall system (WS). Although there are several
established wall materials (WM), the search for new materials with distinct functionalities is
intense. The objective of this work was to investigate the use of pea protein isolated (PPI) or
concentrate (PPC), alone or combined with maltodextrin (M) or caboxymethylcellulose
(CMC), as WS for microencapsulation of CLA. CLA was microencapsulated by spray-drying
in 10 different feed emulsions with a total solid concentration of 8.6%, except the ones
containing CMC (3.7%). WS components and core:WS ratios varied in the formulations, as
follows: 1) CLA:PPI (1:2); 2) CLA:PPC (1:2); 3) CLA:PPI (1:3); 4) CLA:PPC (1:3); 5)
CLA:PPI (1:4), 6) CLA:PPC (1:4); 7) CLA:M:PPI (1:1:3); 8) CLA:M:PPC (1:1:3); 9)
CLA:CMC:PPI (1:1:3); and 10) CLA:CMC:PPC (1:1:3). Physical-chemical properties of the
CLA microparticles were characterized by CLA retention, by GC, microencapsulation
efficiency (ME), particle size (laser diffraction) and moisture content. All microparticles had
satisfactory values of CLA retention and moisture content. CLA microparticles coated with
PPC had better ME values, the addition of carbohydrate in the WS improved the ME values,
however the CMC addition increased the size variation of the PPl and PPC microparticles.
CLA:PPC (1:4) and CLA:M:PPC (1:1:3) showed the most promising results and were further
characterized (infrared absorption spectrometry, thermal stability, differential scanning
calorimetry, solubility, dispersibility and morphology) and their oxidative stability during two
months of storage at room temperature was evaluated by CLA isomer profile and
quantification of CLA and volatile compounds. CLA microencapsulation did not modify the
thermal stability of the core. CLA:M:PPC (1:1:3) microparticles did not present a rough
surface topography, agglomeration problems and particles varying greatly in size. They also

showed better solubility, dispersibility and higher glass transition temperature (Tg) values.



Xi

CLA isomer profile and CLA quantification did not fluctuate during the stability test in the
two formulations. Among the volatile compounds identified, heptanal was considered a
marker of CLA oxidation and its concentrations increased up to 30 days and stabilized
thereafter in the two types of microparticles during the stability test. Thus the
microencapsulation process utilizing pea proteins as WM was able to keep the CLA stable for
two months at room temperature. Although the addition of M did not influence the oxidative
stability of CLA, it improved physical-chemical characteristics of the microparticles that
could enable its addition in food. Besides, the results in this work showed a new application

of pea protein, a natural, low cost, sustainable and hypoallergenic WM.

Keywords: CLA, MICROENCAPSULATION, SPRAY-DRYING, PEA PROTEIN
CONCENTRATE, MALTODEXTRIN, CARBOXYMETHYLCELLULOSE, LIPID
OXIDATION.
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1 Introdugéo

O é&cido linoleico conjugado (CLA) é um é&cido graxo naturalmente presente em
alimentos de animais ruminantes (Pariza et al., 1979). Diversas pesquisas ja relataram efeitos
biolégicos do CLA favoraveis a composicdo corporal, carcinogénese, arteriosclerose,
tolerdncia a glicose e na modulacdo do sistema imune (Park et al., 1997, Ip et al., 1999,
Kritchevsky et al., 2000, Ryder et al., 2001, Ramirez-Santana et al., 2009).

O CLA refere-se a uma mistura de isdmeros posicionais e geométricos do &cido
linoleico (18:2n-6), com duplas ligagcdes conjugadas. Somente os isdbmeros 9-cis,11-trans e
10-trans, 12-cis sdo reconhecidos por seus efeitos na saude humana (Parodi, 1997). As
principais fontes dietéticas de CLA na alimentacdo sdo o leite e seus derivados, e as carnes de
ruminantes, sendo o isdbmero 9-cis,11-trans 0 mais abundante nesses alimentos. Contudo, de
acordo com pesquisas acerca da ingestdo populacional deste nutriente (Fritsche & Steinhart,
1998, Mustag et al., 2010, Nunes & Torres, 2010), seu consumo fica muito aquém das 3 g/dia
estipuladas para se observar efeitos benéficos na satde (Ip et al., 1994).

A fortificacdo/enriquecimento de alimentos com CLA é considerada uma estratégia
para promover o aumento do consumo desse nutriente pela populagdo. Mas, a natureza
hidrofébica destas moléculas dificulta sua dispersdo em alimentos, e, além disso, ela pode ser
facilmente oxidada devido a presenca da dupla ligacdo conjugada (Chen et al., 1997). Neste
sentido, o microencapsulamento do CLA em matrizes poliméricas pode ser uma alternativa
para o incremento de sua solubilidade e estabilidade em alimentos.

O microencapsulamento é definido como a tecnologia de embalamento de materiais
ativos em matrizes encapsulantes poliméricas, obtendo-se particulas de tamanhos na ordem de
micrémetros (um). O encapsulamento visa impedir a interacdo da substancia de interesse com
0 meio, além de libera-la a taxas controladas, em condicdes especificas (Dziezak, 1988). O
spray-drying é o método de microencapsulamento mais vidvel economicamente para a
producdo de microparticulas de grau alimentar, sendo a escolha da matriz encapsulante uma
das etapas mais limitantes (Ré, 1998).

Dentre as principais matrizes encapsulantes estudadas na literatura, destacam-se as
proteinas, que, além de possuir alto valor nutricional, desempenham propriedades fisico-
quimicas uteis especialmente no microencapsulamento de substéancias hidrofobicas, como a
emulsificacdo (Gharsallaoui et al., 2007). Porém, a aplicacdo de proteinas em processos de
microencapsulamento tem sido sucedida em associacdo & matrizes de natureza glicidica, no

intuito de obter melhores rendimento do processo, retencdo e estabilidade dos materiais



ativos. Proteinas do soro do leite, em associacdo a carboidratos, foram testadas no
microencapsulamento de CLA por Choi et al. (2010), tendo sido verificado que as
microparticulas cujas matrizes encapsulantes eram compostas pela associacdo desses dois
materiais apresentaram maiores eficiéncias de encapsulamento, solubilidade em agua e um
menor tamanho de particula, que as compostas pelos materiais isolados. Ja Pierucci et al.
(2007) utilizaram um concentrado proteico de ervilha (CPE) para encapsular a-tocoferol por
spray-drying, obtendo particulas com alta retencdo desta vitamina lipossolavel, em
comparacdo a matriz polimérica de carboximetilcelulose (CMC), tendo sido apontado o
potencial do CPE como uma nova alternativa de matriz encapsulante, de baixo custo, para o
microencapsulamentos de moléculas hidrofobicas.

A utilizacdo de tecnologias que possam contribuir para 0 aumento da estabilidade do
CLA, assim como, a producdo de microparticulas com materiais de parede de baixo custo, a
caracterizagéo e o estudo da estabilidade das mesmas irdo contribuir para o desenvolvimento
de aditivos alimentares estaveis e de facil dispersdo em diversos alimentos. Possibilitando
assim a fortificacdo/enriquecimento de alimentos que facam parte do habito alimentar da
populacdo brasileira e dessa forma facilitando o acesso da populacdo ao nutriente. Portanto, o

presente trabalho propde-se aos seguintes objetivos:

2 Objetivos

2.1 Geral
Microencapsular o acido linoleico conjugado (CLA) em matrizes encapsulantes
poliméricas de natureza glicidica e proteica, por spray-drying.

2.2 Especificos

1. Testar diferentes formulagbes para o encapsulamento de CLA com as matrizes
encapsulantes: concentrado proteico de ervilha (CPE), isolado proteico de ervilha
(IPE), maltodextrina (M) e carboximetilcelulose (CMC);

2. Analisar as microparticulas obtidas quanto as propriedades fisicas, quimicas e fisico-
quimicas;

3. Avaliar a influéncia do processo de spray-drying sobre a distribuicdo dos isdmeros do
CLA;

4. Avaliar a estabilidade do CLA microencapsulado ao longo do 60 dias a temperatura

ambiente.



3 Revisdo bibliografica

3.1 Acido Linoleico Conjugado (CLA)

Durante uma pesquisa onde o objetivo era avaliar a formacdo de compostos
mutagénicos gerados pelo cozimento da carne, foi encontrado no extrato da mesma um
componente com atividade anti-carcinogénica (Pariza et al., 1979). Alguns anos depois, esse
componente foi identificado por Ha et al. (1987) como o CLA. O &cido linoleico conjugado €
um termo ndo especifico que se refere aos 56 possiveis isdmeros posicionais e geométricos do
acido linoleico (&cido 9-cis,12-cis-octadiendico) com duplas ligagdes conjugadas, isto &,
separadas apenas por uma ligagao simples carbono-carbono (Ip et al., 1991). A presenca dessa
ligacdo torna a molécula muito susceptivel a oxidagdo, visto que nos atomos de carbono
adjacentes a ela, a ligacdo covalente carbono-hidrogénio é enfraquecida. A abstracdo do
hidrogénio é facilitada, acelerando assim a oxidacéo lipidica (McClements & Decker, 1996).
No entanto, apenas 2 isdmeros 9-cis,11-trans, o mais abundante nos alimentos fontes, e 10-

trans,12-cis possuem atividade biologica (Pariza et al., 2001).

(A)

(B)

(©)

Figura 1. Estrutura da molécula de CLA, A: 10-trans,12-cis, B: 9-cis,11-trans,

C: acido linoleico. Baseado em Pariza et al. (2001)



3.1.1Biosintese

Os isdmeros de CLA sdo sintetizados no organismo dos animais ruminantes por meio
da biohidrogenacdo ruminal parcial dos acidos graxos poli-insaturados (AGPI) provenientes
da dieta do animal através de duas formas: 1) por via direta, uma vez que isdmeros de CLA
sdo intermedidrios da biohidrogenagdo; 2) por meio da acdo da enzima A°-dessaturase na
glandula maméaria ou tecido adiposo animal, sobre um intermediario mais avancado da

biohidrogenacéo.

3.1.1.1Via direta
O CLA produzido por essa via é resultado do processo de biohidrogenacéo realizado
por bactérias ruminais sob os &cidos linoleico e linolénico. Apds a sua producdo no ramen, o
CLA pode ser absorvido ou continuar sendo metabolizado pelas bactérias ruminais até acido
trans-vacénico (AV, 18:1 11-trans) (Kepler et al., 1966).

3.1.1.2 Enzima A°-dessaturase

Pelo processo de biohidrogenacdo ruminal os AGPI podem ser metabolizados até
acido estearico (18:0). Um intermediario desse processo, o &cido trans-vacénico (AV, 18:1
11-trans) ao ser absorvido, é captado pela glandula maméria e ao sofrer a acéo da A°-
dessaturase origina 0 CLA (Corl et al., 2001). A sintese enddgena € a principal responsavel
pela presenca do isdbmero 9-cis,11-trans no leite. Estudos demonstram que 60-65% do CLA
presente no leite de vacas lactantes € de origem enddgena (Griinari et al., 2000; Corl et al.,
2001).

A biossintese de CLA por ruminantes pode ser influenciada negativamente ou
positivamente por diversos fatores, tais como: 1) sazonalidade: o contetdo de CLA no leite
das vacas € maior no verdo e na primavera, quando comparado ao inverno e ao outono em
paises frios. Isso se deve pelo fato de que nas estacdes quentes os animais podem pastar,
consumindo mais AGPI provenientes das gramineas, 0 que ndo ocorre em estacdes frias, onde
0s animas sdo confinados e a alimentacdo é baseada em racGes e concentrados protéicos com
baixos teores de AGPI (Ledoux et al., 1995); 2) dieta do animal: animas alimentados com
dietas ricas em AGPI, apresentam maior contetdo de CLA no leite (Collomb et al., 2004); 3)
Fatores inerentes ao animal, como: raga e estagio de lactacdo (Grummer, 1991; Lawles et al.,
1999).



3.1.2 Sintese quimica
O CLA comercial é obtido por um processo de isomerizacao alcalina de 6leos ricos em
acido linoleico, como: o oleo de girassol e de cartamo Geralmente contem uma mistura

equimolar dos isdmeros 9-cis,11-trans e 10-trans,12-cis (Christie et al., 2001).

3.1.3 Bioatividade

Estudos realizados em modelo animal demonstraram diversos efeitos fisiologicos
benéficos relacionados ao CLA dentre eles: 1) inibicdo de carcinogénese quimicamente
induzida (Ip et al., 1994); 2) melhora na resposta imune e reducdo dos efeitos catabdlicos
gerados pela estimulacéo do sistema imune (Cook et al., 1993, Miller et al., 1994); 3) reducao
de arterioesclerose (Kritchevsky et al., 2000); 4) reducdo de tecido adiposo e aumento de
massa magra (Park et al., 1997); 5) reducdo na tolerancia a glicose e resisténcia a acdo da
insulina (Ryder et al., 2001).

No entanto, estudos em humanos que avaliaram a sua bioatividade ndo séo téo
promissores e apresentam resultados inconclusivos. Diante da epidemia de obesidade mundial
e as enfermidades causadas por ela, como a sindrome metabdlica e a diabetes do tipo 2,
muitos estudos avaliaram o efeito da suplementacdo de CLA no combate e tratamento da
mesma (Blankson et al., 2000, Risérius et al., 2001, Risérius et al., 2004, Joseph et al., 2011).
Estudos com individuos obesos ou com sobrepeso apresentam resultados conflitantes, visto
que alguns demonstram reducédo do percentual de gordura corporal, com reducédo do didmetro
abdominal sagital, porém sem efeitos sobre variaveis antropométricas (IMC, peso corporal e
percentual de massa magra) e metabdlicas (glicemia, concentracdo sérica de insulina e
colesterol total e fracBes) (Blankson et al., 2000, Risérus et al., 2001; Pfeuffer et al., 2011).
No entanto, outros estudos, além de ndo demonstrarem nenhum efeito do CLA sobre a
composicdo corporal, apresentaram efeitos adversos como aumento da glicemia, da
resisténcia a acdo da insulina e da peroxidacdo lipidica, e reducdo dos niveis séricos de HDL-
colesterol (Risérus et al., 2002, Risérus et al., 2004, Joseph et al., 2011).

Mesmo quando a populacdo de estudo é composta por humanos saudaveis, 0S
resultados da suplementacdo de CLA sdo conflitantes. Smedman & Vessby (2001)
demonstraram reducdo do percentual de gordura, sem afetar outras variaveis antropométricas
e metabdlicas. Enquanto outros demonstram alteracGes nos lipidios plasmaticos, na leptina
sérica e nenhum efeito sobre as variaveis antropométricas (Medina et al., 2000, Noone et al.,

2002). Até o momento ndo existe um consenso dos mecanismos pelos quais o CLA reduz a



adiposidade, no entanto sugere-se que ele atue no metabolismo de energia; na adipogénese; no
metabolismo lipidico e na apoptose de adpdcitos (Kennedy et al., 2010).

A discrepancia entre os resultados observados em estudos realizados em humanos e
em animais pode ser relacionada as diferentes dosagens e o isdbmero de CLA administrado, a
duracdo da suplementacéo, especificidades fisioldgicas de cada espécie, género e condicao de
salde dos voluntérios. O isdmero administrado ¢ um fator relevante, pois j& é sabido que a
bioatividade do CLA é isdbmero-especifica. Enquanto o isémero 9-cis,11-trans é responsavel
pelo efeito anticarcinogénico, o 10-trans,12-cis esta relacionado as propriedades
antiobesidade do CLA. Além disso, sabe-se que o efeito desses isdmeros pode ser aumentado
ou diminuido quando os mesmos sdo administrados concomitantemente (Pariza et al., 2001).

Devido a falta de um consenso quanto a eficacia do CLA e da sua seguranca, visto que
além dos exemplos dos efeitos adversos citados acima, em modelo animal, a suplementagéo
de CLA parece estar relacionada a um aumento da resisténcia a acdo da insulina e
hepatomegalia associada a esteatose hepatica (Tsuboyama-Kasaoka et al., 2000, Clément et
al., 2002). Neste sentido, em abril de 2007 a ANVISA proibiu a comercializacdo do CLA
isolado ou como ingrediente para a adicdo em alimentos no Brasil (Brasil, 2007), contudo em
outros paises a comercializa¢do do nutriente ndo é proibida.

Diferente dos achados descritos acima, as aces desse nutriente sobre o sistema imune
e a perda de massa 6ssea véem apresentando resultados promissores. Recentemente Penedo et
al. (2013) demonstram que a suplementacdo de CLA, na forma de uma manteiga
bioenriquecida, em adultos saudaveis reduziu a concentracdo sanguinea de citocinas pro-
inflamatorias, como o TNF-o ¢ promoveu 0 aumento da concentracdo plasmatica de 1L-10,
uma citocina anti-inflamatéria. Quanto a perda de massa 0ssea, a administragdo de CLA
associada a suplementacdo de Calcio em camundongos parece prevenir a perda 0ssea e
muscular deflagrada pela menopausa (Park et al., 2013; Rahman & Fernandes & Williams,
2014). Essas novas perspectivas em relagdo a bioatividade do nutriente podem estimular a
realizacdo de mais pesquisas referentes a sua seguranca e dessa forma prover evidéncia

cientifica para a sua liberacdo no pais.

3.1.4 CLA nos alimentos
Dentre as fontes de CLA na alimentacdo humana, destacam-se as carnes de animais
ruminantes, cujo teor do nutriente pode variar de 7,5 mg/ g de lipidios na carne bovina até 8,2

mg/ g de lipidios na carne de cordeiro. O leite e seus derivados sdo as principais fontes do



nutriente na populacdo brasileira, variando de 2,5 mg/ g de lipidio na manteiga até 8,4 no leite
integral. (Mushtaqg et al., 2010, Nunes & Torres, 2010).

3.1.5 Consumo de CLA

O consumo de CLA sofre uma grande variagcdo entre diferentes continentes. Na
Alemanha, o consumo estimado de CLA é de 0,43g/ dia pelos homens e 0,35 g/ dia pelas
mulheres, no entanto nos Estados Unidos o consumo nédo atinge nem a metade do que ocorre
na Alemanha para homens e mulheres (Fritsche & Steinhart, 1998, Ritzenthaler et al., 2001).
Recentemente, dois estudos demonstraram que o consumo médio de CLA no Reino Unido €
de 0,13 g/ dia (Mushtaq et al., 2010) e na regido sudeste do Brasil é de 0,03 g /dia (Nunes &
Torres, 2010).

A variacdo no consumo diario do nutriente em diferentes paises pode ser atribuida: a
diferentes habitos alimentares, ao processamento dos alimentos, a alimentacdo dos animais e
ao método de inquérito dietético (recordatdrio de 24 h, questionario de freqiiéncia alimentar
(QFA), registro alimentar) (Mushtaq et al., 2010).

Estudos em modelo humano, que demonstraram efeitos sobre a composic¢ao corporal,
utilizaram suplementacdo de CLA acima de 3¢/ dia, essa dose administrada € muito maior que
consumo habitual do nutriente (Blankson et al., 2000; Risérius & Berglund & Vessby, 2001;
Smedman & Vessby, 2001). Neste sentido, visando o aumento do consumo do mesmo pela
populacdo, a elaboracdo de um produto enriquecido/fortificado com CLA que faca parte do

habito alimentar da populacéo brasileira ¢ uma forma de atingir esse objetivo.

3.2 Oxidagdo lipidica

3.2.1 Conceito

Oxidacdo lipidica é o termo genérico utilizado para descrever as mudangas quimicas
que resultam da interacdo de lipidios com o oxigénio. Na ultima fase das reacdes de oxidacao
lipidica, os acidos graxos esterificados ao triacilglicerol e aos fosfolipidios se decompdem,
produzindo moléculas volateis e de baixo peso. Esses compostos podem ser tdxicos, produzir
alteracdes de sabor, odor e coloracdo, alem de causarem perdas nutricionais. A presenca dos
mesmos em um alimento pode torna-lo improprio para 0 consumo, ou menos atrativo para o
consumidor. Alguns compostos volateis, mesmo em concentragdes muito baixas (ppm) ja
comprometem a qualidade sensorial do produto (McClements & Decker, 1996, Ferrari, 1998,
Dobarganes & Marquez-Ruiz, 2003).



A cinética da oxidac&o lipidica em alimentos geralmente possui uma fase lag seguida
por um aumento exponencial na taxa de oxidagdo. A duragdo da fase lag é muito importante
para a industria alimenticia, visto que nesse periodo a rancidez nao € detectada e a qualidade
do produto é alta (McClements & Decker, 1996). Os fatores que influenciam a duracdo da

fase lag estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Fatores que influenciam positivamente (inibem) ou negativamente (aceleram) a

duracdo da fase lag.

Aceleram Inibem

- Presenca de &cidos graxos poliinsaturados - Baixas temperaturas

- Altas temperaturas - Quelatos

- Presenca de metais - Auséncia de agua

- Presenca de &gua - Auséncia de microorganismos
- Presencga de microorganismos - Presenca de antioxidantes

- Auséncia de antioxidantes

Baseado em: McClements & Decker (1996).

3.2.2 Mecanismos

A oxidacdo lipidica pode ocorrer por meio do oxigénio triplete ou singlete. A primeira
forma é a mais estudada visando o aumento da estabilidade oxidativa em alimentos. Neste
sentido, apenas a oxidacdo por oxigénio triplete sera abordada nessa secdo (Kim & Min,
2008).

A oxidacdo por meio de oxigénio triplete resume-se em 3 etapas: iniciacao,
propagacdo e terminacdo. Estas etapas sdo demonstradas na Figura 2, utilizando-se o acido
linoleico como exemplo. Na etapa de iniciacdo ha a formacdo de um radical alquil (Re) pela
abstracdo de um hidrogénio do &cido graxo. Esse processo ocorre nos carbonos, onde a
energia necessaria para retirar um atomo de hidrogénio é a menor. A energia de abstracdo em
um carbono entre duas ligacdes duplas € menor que a energia em um carbono com apenas
uma ligagé@o dupla adjacente, que por sua vez é menor que a energia de um carbono em uma
cadeia saturada. A dupla ligacdo enfraquece a ligacdo carbono-hidrogénio no carbono
adjacente. Uma vez produzido o radical alquil, ha um deslocamento da ligacdo dupla, para
estabilizar a cadeia. Quando esse rearranjo da dupla ocorre em um &cido graxo poliinsaturado,

forma-se, entdo, uma dupla ligagéo conjugada (Kim & Min, 2008).



O oxigeénio triplete reage com o radical alquil, formando o radical peroxil (ROOe). A
alta energia do radical peroxil Ihe permite retirar um atomo de hidrogénio de outro acido
graxo, produzindo um hidroperdxido (ROOH) e um radical alquil. O radical alquil formado,
por sua vez pode abstrair um atomo de hidrogénio de outro acido graxo, dando origem a uma

reacdo em cadeia caracteristica da etapa de propagac¢do (Kim & Min, 2008).

100 kecal/mol 50 kcal/mol 75 kcal/mol

| ! |
CHa—(CHy)g~CHy—CH=CH-CH,~CH=CH-CH,—(CH,)s~COOH
14 13 12 11 10 9
Iniciacdo l _H.
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13 12 11 10 9
CHg—(CHy)4~CH-CH=CH-CH=CH~(CH_);~COOH

l +0,

13 12 11 10 9
CHg~(CHy)s~GH-CH=CH-CH=CH~(CH,);~COOH

N o}
Propagacao (I) l +He
12 11 10
CHg—(CHy),~CH-CH=CH-CH=CH~(CH,);~COOH
!
9
Decomposicao de 0 -
hidroperdxidos H i o
CHS—(CH2)4—(I3H—CH=CH—CH:CH—(CH2)7—COOH
T
o
CHo{CH)g-CHpe H/C—CH=CH—CH=CH—(CH2)7—COOH

. ~ +He.
Terminacgéo \

CH3—(CH,)3-CHg

Figura 2: Etapas da oxidacdo lipidica no acido linoleico. Baseado em: Kim & Min
(2008).

Quando ndo h& mais acidos graxos para realizar a retirada de hidrogénio, os radicais se
combinam entre si, ou se decompdem em outros compostos. Na ultima fase da oxidagéo
lipidica, terminacéo, ocorre a formacdo de produtos volateis (aldeidos, cetonas, ésteres &cidos,
alcodis) e ndo volateis como hidrocarbonetos de cadeia curta. O processo de decomposi¢éo de

hidroperdxidos esta descrtito na Figura 3.
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CHa—(CHy)g—CHp—CH=CH-CH,~(CH,)g~COOH
0, l He

R'—CH=CH—ICHWR

OOH

l —-OH

B A
1 1

R'—-CH=CH-CH-R
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R'—CH=CH-+ + OHC-R R'—-CH=CH-CHO + R

-OH/ \R”H .OH / \\R“H
R'—OH

R'-CH=CH-OH R'-CH=CH, +-R" R'H +-R”

V1

R'~CH,~CHO

Figura 3. Processo de decomposicdo de hidroperoxidos. Baseado em: Kim & Min,
(2008).

3.3 Métodos para determinar a oxidacao lipidica

A oxidacdo lipidica produz alteragdes quimicas, fisicas e sensoriais nos alimentos e
essas alteracdes podem ser mensuradas para avaliar o grau de oxidacdo. No entanto, ndo ha
um método padrdo, que pode ser realizado em todos os tipos de amostras e seja capaz de
detectar todas as alteragdes. Os métodos disponiveis podem ser divididos em 2 grupos. O
primeiro determina produtos primarios da oxidacdo lipidica e o segundo, produtos
secundarios (Shahidi & Wanasundara, 2008). A escolha do método dependera da sua
capacidade de predizer o tempo de vida de prateleira e a aceitacdo do consumidor ao produto.
Segundo Frankel (1993), para se ter uma informagéo fidedigna do grau de oxidacdo de uma
amostra, deve-se empregar mais de um método e quantificar produtos primarios e
secundarios. A mensuracdo de produtos primarios fornece informagGes sobre os precursores
dos compostos responsaveis pelo flavor, ja os produtos de decomposicdo sdo diretamente
relacionados aos compostos responsaveis pelo sabor e aroma que afetam a qualidade do
produto. Os métodos mais utilizados para avaliar a oxidacao lipidica em alimentos sdo 0s

seguintes:
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3.3.1 Andlise sensorial

Métodos sensoriais baseados na avalia¢do das caracteristicas organolépticas de lipidios
fornecem a melhor correlacdo com o grau de aceitacdo dos consumidores. A sensibilidade da
técnica € dependente do grau de treinamento dos provadores. Neste sentido, os resultados
encontrados podem apresentar uma grande variagdo quando ocorre a troca dos provadores
(Frenkel, 1993)

3.3.2 Analise de Produtos primarios
3.3.2.1 Anélise de mudangas nos reagentes das reagdes de oxidacao
3.3.2.1.1 Oxigénio

Os métodos de absorcéo de oxigénio tém por base o fato da oxidacdo das gorduras e
oleos se traduzir num consumo mensuravel de oxigénio atmosférico (Jadahv et al., 1996). O
estudo cinético do consumo de oxigénio, inerente & degradagdo oxidativa, permite medir a
duracdo da fase de iniciacdo (periodo de inducdo) e/ou o seu alargamento sob o efeito de um
agente antioxidante. Com base neste indicador de oxidacdo encontram-se descritos na
literatura métodos manomeétricos, palarograficos, ponderais ou mesmo cromatograficos (Silva
& Borges & Ferreira, 1999). O método ponderal baseia-se na adi¢do de oxigénio aos acidos
graxos para formacdo de hidroperéxidos ocasionando um aumento de massa durante 0s
estagios iniciais do processo de autoxidacdo. Neste sentido, a mensuracdo do tempo de
inducdo pelo ganho de peso é uma alternativa de baixo custo e com um preparo de amostra
simples (Shahidi & Wanasundara, 2008). Olcott & Einset (1958) demonstraram que 0Oleos
marinhos apresentaram um aumento rapido do peso no final do periodo de inducdo e ja
apresentavam sinais de rancidez com um aumento de 0,3-0,5% no peso. No entanto, 0 método
apresenta as seguintes desvantagens: a) a frequéncia de pesagem das amostras impede o
monitoramento mais sensivel do ganho de peso, um aumento na freqiiéncia de pesagens
envolveria pesagens noturnas e a realizagdo do teste em temperaturas baixas ou moderadas
iria aumentar o tempo de analise; b) o aquecimento descontinuo da amostra, que deve ser
resfriada antes da pesagem, pode levar a resultados ndo reprodutiveis; c) o método envolve

intensa participacdo humana (Shahidi & Wanasundara, 2008).

3.3.2.1.2 Acidos graxos
Métodos que avaliam mudangas na composi¢do de acidos graxos ndo sdo muito
utilizados na determinagdo do grau de peroxidacdo lipidica. Pois com o intuito de obter

resultados confidveis, a extracdo dos lipidios deve ser total, com subsequente derivatizacao
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para andlise em cromatografia gasosa. Além disso, esse método ndo pode ser realizado em
acidos graxos saturados, visto que ele reflete apenas as mudancgas ocorridas em &cidos graxos

poliinsaturados durante o processo oxidativo (Shahidi & Wanasundara, 2008).

3.3.2.2 Indice de peroxido (PV)
O indice de perdxido é um método cléssico para a quantificacdo de hidroperdxidos.
Esse método baseia-se na reducdo do grupo hidroperéxido (ROOH) com o ion lodeto (I). A
quantidade de lodo (I,) liberado € proporcional a concentracdo de perdxido presente. O I,
liberado é mensurado pela titulagdo com uma solucdo padrdo de Tiosulfato de Sddio
(NaS,03), utilizam-se solucbes amilaceas como indicadores. As rea¢fes quimicas envolvidas

na determinacdo do PV estdo descritas abaixo (Figura 4).

ROOH + 2H" + 2KI = I, + ROH + H,0 + 2K*
I» + 2Na,S,03 = Na,S40¢ + 2Nal

Figura 4. Rea¢6es envolvidas na determinacédo do indice de peroxido

No inicio da oxidacdo lipidica, a taxa de formacdo de hidropéroxidos é maior que a
sua decomposi¢cdo, mas esse comportamento é revertido em estadgios mais avancados. Neste
sentido, a monitoracdo dos hidroperdxidos ndao pode ser realizada pontualmente. Deve-se
avaliad-la ao longo do tempo, pois dessa forma € possivel identificar em qual estagio de
oxidacdo esta a amostra. Outra desvantagem desse método € a grande quantidade de amostra
necessaria, tornando-o inviavel em processos com baixo rendimento (Kagami et al., 2003,
Shahidi & Wanasundara, 2008).

3.3.2.3 Dienos conjugados
A oxidacdo dos acidos graxos poliinsaturados promove a formacao de hidroperdxidos
e rearranjo das duplas ligacdes, com consequente formacgéo de dienos ou trienos conjugados.
Esses compostos exibem uma intensa absorcdo a 234 nm e 268 nm, respectivamente. No
entanto, este método ndo é muito utilizado para avaliar a estabilidade oxidativa do CLA, pois
0 mesmo ja possui ligacGes conjugadas em sua composicdo (Jimenez & Garcia & Beristain,
2006, Jadahv et al., 1996, Shahidi & Wanasundara, 2008).
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3.3.3 Produtos secundarios

Os produtos primérios (hidroperoxidos) da oxidacdo lipidica sdo transitorios e se
decompdem em diversos produtos secundarios. A quantificacdo de produtos secundarios
produz resultados mais confidveis quanto ao grau de oxidagédo de 6leos e gorduras, visto que
esses compostos apresentam odor pronunciado, diferente dos produtos priméarios que sdo
incolores, inodoros e insipidos (Jadahv et al., 1996, Shahidi & Wanasundara, 2008).

3.3.3.1 Teste do Acido 2-Tiobarbitutrico (TBA)

O TBA baseia-se na reacdo colorimétrica entre o &cido 2-tiobarbitdrico e produtos da
oxidagdo de lipidios poliinsaturados, principalmente o malondialdeido. Dependendo da
amostra, os resultados podem ser imprecisos, visto que outros compostos, como: proteinas,
produtos da reacdo de escurecimento ndo enzimatico e da degradacdo de agUcares, podem

interferir na formacgdo do complexo colorimétrico do TBA (AOCS, 2004).

3.3.3.2 Valor de p-Anisidina (p-AnV)

O p-AnV é definido como 100 vezes a densidade dptica medida em 350 nm, em uma
cubeta de 1,0 cm, contendo uma solugdo de 1,0 g de 6leo em uma mistura solvente/reagente
de 100 ml (AOCS, 2004). Esse método quantifica aldeidos, que ao interagir com o reagente
de p-anisidina, em meio acido, produz compostos de coloracdo amarelada. No entanto, assim
como o PV, precisa-se de uma grande quantidade de amostra para a sua realizacdo (AOCS,
2004).

3.3.3.3 Valor de oxidagéo total (TOTOX)

O p-AnV geralmente é utilizado na industria alimenticia em conjunto com o PV para

calcular o valor de TOTOX. A equacdo para a determinacdo do TOTOX é descrita abaixo

(Equacdo 1).

TOTOX = 2PV + p-AnV [Equacéo 1]
Onde: PV: indice de peroxido, p-AnV: Valor de p-Anisidina.

O TOTOX combina informacGes sobre 0 passado do 6leo (p-AnV) e 0 seu presente
(PV). Ainda que ele possua essa vantagem, os seus resultados devem ser interpretados com
cuidado, visto que a soma de duas variaveis com dimensdes diferentes, ndo possui nenhum
fundamento cientifico (Shahidi & Wanasundara, 2008).
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3.3.3.4 Compostos volateis

A quantificacdo/identificacdo de compostos volateis é a técnica que mais se assemelha
com a analise sensorial na sua capacidade de predizer o tempo de prateleira do produto e a sua
qualidade (Frankel, 1993). As vantagens dessa técnica em relacdo a avaliacdo sensorial séo: 1)
menor custo, visto que ndo é necesséria a utilizacdo de provadores; 2) maior sensibilidade e
menor variagao, pois esses parametros ndo sofrem a influéncia subjetiva dos provadores; 3)
fornece informacGes sobre os precursores dos compostos responsaveis pelo flavor. Neste
método, os volateis da amostra sdo extraidos e injetados em um cromatdgrafo a gas (CG), que
pode ser acoplado a um detector de ionizagdo de chama (FID) para quantificagdo ou um
detector de massas (MS) para identificacdo. A auséncia de solventes, de um preparo de
amostra complexo e a possibilidade de analisar matrizes complexas sdo outros atrativos da
técnica (Kataoka & Lord & Pawliszyn, 2000). A microextracdo em fase sélida (SPME) € um
preparo de amostra muito utilizado, que consiste na exposi¢ao de uma fibra a uma fase gasosa
sobre a amostra (headspace). Nesta etapa, a fibra, que possui uma fase estacionaria em sua
composicao, aprisiona 0s compostos volateis e 0s concentra. Os compostos aprisionados sdo
injetados no CG, ao inserir a fibra no injetor do aparelho, as altas temperaturas do mesmo
levam ao desligamento dos compostos volateis da fase estacionaria (Kataoka & Lord &
Pawliszyn, 2000, Garcia-Martinez et al., 2009, Yettella & Castrodale & Proctor, 2012).

3.3.3.5 Acidos volateis

A avaliacdo somente do teor de acidos volateis pode ser feita por condutimetria ou
pelo método de Rancimat®. Este método permite que a estabilidade oxidativa seja
determinada automaticamente, sob condices padronizadas. E muito utilizado na indUstria de
6leos e gorduras, sendo um dos pardmetros mais importantes para a avaliacdo da qualidade
(Kowalski et al., 2004, Velasco & Dobarganes & Marquez-Ruiz, 2000). A analise consiste na
quantificacdo indireta de acidos volateis de baixo peso molecular gerados em amostras de
6leos aquecidos em altas temperaturas e sob aeracdo constante. Estes compostos ficam presos
na agua, alterando e aumentando a sua condutividade. Dessa forma é possivel obter o tempo
em que ocorre a oxidacdo maxima do 6leo (tempo de inducdo) (Farhoosh, 2007, Velasco &
Dobarganes & Marquez-Ruiz, 2000). A Figura 5 representa o esquema de funcionamento do

Rancimat®.
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Figura 5. Esquema de funcionamento do Rancimat®. Baseado em: Hamilton et al. (1983)

3.4 Microencapsulamento

Com o aumento da utilizacdo de compostos funcionais na inddstria alimenticia, o
microencapsulamento vem ganhando cada vez mais destaque, por proteger compostos da
rapida inativacdo dos mesmos, que pode ser causada pelas condi¢cBes ambientais, de
processamento e do trato gastrointestinal. O microencapsulamento pode ser definido
resumidamente como um processo no qual uma substancia é embalada por outra, conferindo
assim protecdo por meio de uma barreira fisica (Nedovic et al., 2011). O material revestido €
denominado nlcleo ou material ativo encapsulado, e 0 material que forma o revestimento é
conhecido como matriz, material de parede ou encapsulante (Gouin, 2004). Essa tecnologia
produz particulas capazes de liberar seus conteddos em taxas controladas e em sitios
especificos, além de impedir a interacdo do nucleo com componentes presentes nos alimentos,
retardando assim o processo de degradacdo do material de interesse e facilitando a sua
inser¢do em alimentos (McClements & Lesmes, 2009).

Diversas tecnologias podem ser empregadas na producdo de compostos
microencapsulados, mas o encapsulamento por spray-drying é a tecnologia mais difundida,
devido a sua flexibilidade e o baixo custo. Este método baseia-se na pulverizacdo
(atomizacdo) de uma solugdo aquosa ou emulsdo, contendo o material ativo e a matriz
encapsulante, em uma camera de ar quente, sendo as goticulas secas (pd) recuperadas por
meio de ciclone em coletores (Gouin, 2004). O esquema de producdo das particulas por

spray-drying é descrito na Figura 6. As particulas formadas podem ser classificadas quanto
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ao tamanho, sendo denominadas macrocapsulas (>5000um), microcapsulas (1-5000um) ou

nanocapsulas (<1um) (Sanguansri & Augustin, 2006).

entrada de ar

aquecimento

entrada na cdmara de secagem
ciclone

aspirador

controle da temperatura do ar de
entrada

controle da temperatura do ar da
saida

8. vaso de recebimento do produto
final

UL LI

~

Figura 6. Esquema de producdo das microparticulas pelo método de spray-
drying. Baseado em: Da Silva Lannes & Medeiros (2003).

A solucéo alimentadora é bombeada e atomizada no interior da cAmara de secagem. O
ar quente injetado no aparelho seca as goticulas, dando origem as particulas, que sao
carreadas pelo interior do spray dryer até o ciclone. Esta peca é responsavel pela
separacgdo das particulas do ar quente injetado. O ar é expelido para 0 ambiente e as

particulas ficam retidas no vaso de recebimento.

3.4.1 Materiais de Parede

Materiais utlizados como encapsulantes devem possuir diversas funcionalidades, como
ser biocompativel, ser solivel em dgua, mesmo em altas concentra¢des; possuir propriedades
emulsificante; formar filme; e possuir baixa viscosidade (Reineccius, 1988). Dentre todos os
materiais, os carboidratos, como: maltodextrinas, dextrinas, amilopectina e a amilose, sdo 0s
mais utilizados pela industria alimenticia. Esses materiais sdo considerados bons agentes
encapsulantes, pois exibem baixa viscosidade em altas concentra¢des e boa solubilidade, mas
a maioria deles ndo possui propriedades emulsificantes (Yoshii et al., 2001). No entanto, ¢
descrito que polissacarideos com propriedades gelificantes, como a carboximetilcelulose, sdo
capazes de produzir emulsdes estaveis (Dalgleish, 2006).

As propriedades funcionais das proteinas, especialmente a emulsificacao, a gelificacdo

e a formacdo de espuma, fazem desses compostos excelentes agentes encapsulantes. As
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proteinas mais comumente utilizadas sdo: as do leite, como o Caseinato de Sédio e as
proteinas do soro (whey protein) e a gelatina (Chen et al., 2006).

A procura de novos materias biocompativeis, sustentaveis e de baixo custo, que
possam atuar como matrizes encapsulantes € uma area de grande interesse no campo do
microencapsulamento (Gouin, 2004). O uso de proteinas de origem vegetal, como as de
leguminosas em processos de encapsulamento é um reflexo dessa tendéncia (Pierucci et al.,
2006 e 2007; Pereira et al., 2009).

3.4.1.1 Proteinas de ervilha

O isolado proteico de ervilha (IPE), obtido seguindo o método descrito por Rangel et
al. (2003), apresenta cerca de 90% de seu conteudo proteico composto pela vicilina. A
vicilina é a principal globulina 7S de sementes de ervilha (Pisum sativum), e corresponde a
até 35% do conteudo proteico de uma semente madura. Possui estrutura oligomérica de 150
kDa, composta por trés subunidades majoritarias de 50 kDa, unidas entre si por interacdo
polar, sendo que cada subunidade possui dois dominios B-pregueados conectados por a-
hélices (Pedrosa et al., 2000). A Estrutura molecular tridimensional da vicilina de ervilhas
amarelas Pisum sativum encontra-se na Figura 7. Ela apresenta propriedades funcionais (boa
solubilidade em &gua, emulsificacdo, gelificacdo e formacdo de filme) que podem ser Uteis
para a aplicagcdo deste isolado proteico como material de revestimento para sistemas de
microencapsulamento. Algumas pesquisas apresentaram resultados favoraveis utilizando
proteinas de ervilha como material de parede no microencapsulamento de vitaminas
antioxidantes (Pereira et al 2009; Pierucci et al., 2006 e 2007).

Figura 7. Estrutura molecular tridimensional da vicilina de ervilhas amarelas Pisum

sativum. Baseado em: Gane & Dunwell & Warwicker (1998).
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3.4.1.2 Maltodextrina (M)

A M é derivada da despolimerizacdo enziméatica do amido, ou pela acdo de &cidos,
geralmente utiliza-se o milho como fonte de amido, mas ela também pode ser derivada da
batata, mandioca entre outros. Esse carboidrato é definido pelo equivalente de dextrose (DE),
que representa a quantidade de agUcares redutores presente em um carboidrato, relativo a
dextrose e é expresso em percentual de base seca do mesmo. Neste sentido, o DE é
inversamente proporcional ao grau de polimerizacao e ao peso molecular (BeMiller & Huber,
1996).

Este carboidrato € considerado um bom material de parede, devido ao seu baixo custo,
baixa viscosidade em altas concentraces e alta solubilidade, no entanto ele ndo possui
propriedades emulsificantes (Gouin, 2004). Neste sentido, deve ser associado a materiais
capazes de reduzir a tensdo superficial, como proteinas e gomas, no microencapsulamento de
substancias hidrofobicas. Nos ultimos anos, outras propriedades da maltodextrina comegaram
a emergir. Kagami et al (2003) demonstraram que a adi¢cdo de maltodextrina em uma matriz
encapsulante proteica reduziu a permeabilidade da mesma, provavelmente pela formacéo de
uma barreira ao redor da microparticulas. De acordo com esse fato, Sheu & Rosenbrg (1998)
demonstraram que carboidratos aceleram a solidificagdo da matriz encapsulante durante a
secagem. Outros estudos demonstram que a incorporacdo de carboidratos com alto DE na
matriz encapsulante pode influenciar positivamente a estabilidade oxidativa do ndcleo, visto
que a glicose livre presente nesses materiais pode se ligar a hidroperoxidos, evitando assim as
reacOes em cadeia da peroxidacdo lipidica, ou reagir com proteinas e formar compostos da
reacdo de Maillard com propriedades antioxidantes (Hogan & O’Riordan & O’Sullivan, 2003,
Augustin & Sanguansri & Bode, 2006).

3.4.1.3 Carboximetilcelulose (CMC)

A carboximetilcelulose (CMC) é um polimero hidrofilico de glicose, obtido a partir da
modificacdo da celulose por meio de reacdo com alcali e acido cloroacético, havendo a
substituicdo de grupos funcionais por grupamentos carboximetilicos. Dependendo do grau de
substituicdo e de polimerizacdo, sdo produzidos materiais com variada solubilidade e
viscosidade. Na Figura 8 é demonstrada a estrutura da CMC. Solugdes contendo CMC séo
estaveis e altamente viscosas, neste sentido sua utilizagdo no microencapsulamento de
substancias lipidicas visa estabilizar a emulsdo alimentadora (BeMiller & Huber, 1996,
Gouin, 2004).
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Figura 8. Estrutura da unidade dimérica da carboximetilcelulose (sal de s6dio).
Baseado em: Szorcsik et al. (2006)

3.4.2 Composicao da matriz encapsulante

Uma matriz encapsulante composta por diversas substancias pode ter um desempenho
superior ou inferior, quando comparada a uma matriz composta por apenas uma substancia. O
sucesso da mistura ira depender da estrutura do sistema encapsulante que serd formado
(Jimenez & Garcia & Beristain, 2006). Pierucci et al. (2007), ao encapsular a-tocoferol com
quatro matrizes diferentes, demonstrou uma maior retencdo do nutriente e um menor tamanho
de particula, nas particulas, cuja matriz era composta por maltodextrina e
carboximetilcelulose (CMC), em comparacao as particulas, cuja matriz era composta apenas
por CMC. No entanto, nesse mesmo estudo, a inser¢do de maltodextrina em uma matriz
protéica teve um efeito completamente inverso, diminuindo a retencdo do nutriente e
aumentando o tamanho da particula. No encapsulamento de lipidios, matrizes compostas por
diversos ingredientes sdo largamente utilizadas. Gharsallaoui et al. (2010) microencapsulou
triglicerideos de cadeia média em uma matriz contendo maltodextrina, proteina de ervilha e
pectina. As particulas produzidas apresentaram boa estabilidade a agregacao das goticulas da
emulsdo, apds reconstituicdo. Choi et al. (2010) ao utilizar whey protein e maltodextrina para
encapsular CLA, produziram particulas com alta retencdo de CLA e boa solubilidade em

agua.

3.5 Caracterizacao de microparticulas
O conhecimento das propriedades dos alimentos é essencial para otimizar processos e
funcionalidades, e para reduzir custos, especialmente no caso de p6s produzidos ou usados em

industrias farmacéuticas e alimenticias (Barbosa-Canovas & Juliano, 2005).
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Os alimentos em pé apresentam diferentes propriedades fisicas (tamanho, estrutura,
distribuicdo das particulas, densidade aparente, porosidade, solubilidade, molhabilidade,
dispersabilidade, temperatura de transi¢do vitrea (Tg), entre outras), sendo que a
caracterizacdo destas propriedades ajudam a definir o produto, os parametros de secagem e 0s
fendmenos que influenciam no seu comportamento (Teunou & Fitzpatrick & Synott, 1999). J&
as propriedades quimicas, como retencdo do material encapsulado, eficiéncia de
microencapsulamento, dentre outras, estdo relacionadas a composicdo do alimento e suas
interacdes com outras substancias, como solventes ou outros componentes dentro da sua
propria estrutura (Barbosa-Céanovas & Juliano, 2005).

Propriedades como umidade, atividade de agua, higroscopicidade e Ty séo esséncias
para a estabilidade e o armazenamento dos p6s. Scoottitantawat et al. (2004) demonstraram
uma maior liberacdo de D-Limoneno, quando o mesmo é armazenado em temperaturas perto
da Tg. As mudancgas fisicas e quimicas deflagradas quando o pé é estocado acima da Tg, sdo
explicadas pela mudanca de um estado vitreo, onde as moléculas estdo mais organizadas, para
um estado “borrachudo”. Neste estado, as moléculas apresentam uma menor organizacdo e
uma maior movimentacao, facilitando a difusdo dos componentes do nucleo pela matriz
encapsulante (Bhandari & Howes, 1999). A solubilidade e a molhabilidade das particulas
estdo diretamente relacionadas a sua reconstituicdo (Barbosa-Canovas & Juliano, 2005).

A microestrutura das particulas esta relacionada a propriedades como funcionalidade,
estabilidade e fluidez. Microparticulas com indentaces e poros na sua superficie podem
afetar a retencdo/liberacdo do nucleo, a fluidez e a capacidade de reconstituicdo do po.
(Rosenberg & Kopelman & Talmon, 1990; Sheu & Rosenberg, 1998; Drusch et al., 2007). A
microestrutura de microcapsulas produzidas por spray-drying € influenciada pela composicéao
e propriedades da matriz encapsulante, razdo nucleo:matriz, parametros de secagem e
condicdes de estocagem (Sheu & Rosenberg, 1998). Geralmente, esse parametro é avaliado
por microscopia eletronica de varredura (MEV). De acordo com Aguilera & Stanley (1990),
esta técnica permite avaliar as caracteristicas da superficie e as internas.

O tamanho das particulas influencia diretamente as propriedades funcionais, como
solubilidade, dispersibilidade e a liberagdo do composto de interesse (Pierucci et al., 2006,
Choi et al., 2010,). A viscosidade da solucdo alimentadora, a composicéo e propriedades da
matriz encapsulante, o0 método de disperséo utilizado, os parametros de secagem e a razéo
nucleo:matriz sdo os fatores que afetam o tamanho de particula (Tan & Chan & Heng, 2005,
Drusch et al., 2007, Jafari et al., 2008). A maioria dos estudos utiliza a técnica de difracdo de

lazer para avaliar o tamanho de particula e os resultados sdo expressos em diametro médio.
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Outra propriedade muito importante quando se avalia o processo de
microencapsulamento de lipidios, é a eficiéncia de microencapsulamento (EM). A
determinacéo da EM é mais importante que a determinacdo da retencdo do nucleo, visto que a
primeira fornece informac6es da quantidade de dleo internalizada pela matriz encapsulante,
6leo microencapsulado. O dleo ndo microencapsulado ou Oleo de superficie ndo possui
nenhuma barreira fisica que o impeca de interagir com ambiente, logo a sua estabilidade
oxidativa pode ser comprometida. Drusch et al. (2007) ap6s encapsularem 6leo de peixe em
nove matrizes encapsulantes compostas por diferentes carboidratos e proteinas, demonstraram
que as microparticulas com menores EM apresentaram a menor estabilidade oxidativa durante
a estocagem, maior producdo de hidroperdxidos e propanal. Uma menor EM também pode
influenciar negativamente a solubilidade, dispersabilidade e molhabilidade das particulas
(Vega & Roos, 2006). A viscosidade da solucdo alimentadora, a composicdo e propriedades
da matriz encapsulante, 0 método de dispersédo utilizado, os parametros de secagem e a razao
nucleo:matriz sdo os fatores que além de afetar o tamanho de particula, também afetam a EM
(Tan & Chan & Heng, 2005, Drusch et al., 2007, Jafari et al., 2008). A determinacdo do 6leo
ndo microencapsulado pode ser realizada por extracdo com solvente e posterior andlise
gravimétrica para quantificagdo do mesmo. Recente, Jafari et al. (2008) avaliaram se a
extracdo com solvente pode carrear o Oleo encapsulado associado ao  dleo ndo
microencapsualdo. Neste sentido, aqueles autores quantificaram o 6leo ndo microencapsulado
por espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X (XPS) e ao comparar com 0 método

padrdo, ndo encontraram diferenca.
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4 Material e Métodos

4.1 Obtencao e caracterizacao do Isolado Protéico de Ervilha (IPE)

O IPE foi obtido através de adaptacdo do método descrito por Rangel et al. (2003),
que consiste na separacdo de proteinas pelo seu ponto isoelétrico. As sementes de ervilha
(Pisum sativum) foram obtidas em comércio local e moidas em moinho Retsch ZM,
utilizando-se peneira com 0,5 mm. A farinha obtida foi desengordurada, com acetona, na
proporcéo, farinha:acetona, 1:10, por meio de agitacdo magnética por 10 min, decantacéo por
30 min e posterior troca do solvente. A troca do solvente foi realizada duas vezes e ap0s sua
evaporacéo, a farinha foi incubada por 1 hora e 30 min, a 4°C, em tampé&o Tris-HCI 50 mM e
NaCl 200 mM (Merck, Alemanha), pH 8,5. O incubado foi centrifugado a 4°C, a 8000 rpm
por 30 min. O pH do sobrenadante obtido foi ajustado, sob agitacdo, para 4,5 com solucédo de
HCI 3 N (Merck, Alemanha) e centrifugado novamente por 50 min, sob as mesmas condigcdes
de velocidade e temperatura descritas anteriormente. O ponto isoelétrico da vicilina é 4,5,
dessa forma ao fim da centrifugacdo o precipitado foi recolhido e armazenado, como isolado
protéico.

O IPE produzido foi caracterizado quanto ao teor de proteinas, sequindo metodologia
de Lowry et al. (1951).

4.2 Producao das microparticulas
4.2.1 Spray-drying
As particulas foram produzidas em Mini Spray Dryer Bichi 290 (Buchi
Laboratoriums Technik Flawil, Suica) seguindo as seguintes condicGes: temperatura de
entrada: 184 + 3,0°C, temperatura de saida: 88 + 1,5°C, 0,3 mm nozzle e alimentacdo de 6 mL
min,
4.2.2 Preparo das emulsdes alimentadoras
As microparticulas foram constituidas do material ativo CLA 80 % puro, na forma de
acidos graxos livres (1:1, 9c,11t/ 10t,12c) (Tonalin CLA 1000 - Cognis do Brasil) e das
matrizes encapsulantes: IPE, concentrado protéico de ervilha comercial (CPE) (Labonatus,
Brasil), espessante carboximetilcelulose (CMC) (Latinoquimica, Argentina) e maltodextrina
(M) (MOR REX 1910 - Corn Products, Brasil). As emuls6es foram preparadas dissolvendo os
materiais de parede em agua com o auxilio de um agitador magnético por 30 min, apés a
dissolucdo do IPE ou do CPE, o CLA foi gotejado nas solugbes citadas anteriormente

concomitante a agitacdo em Ultra-Turrax (T 25 — Ika® Labotechnik) (13.500 rpm). Apds
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dispersdo completa do CLA, foi adicionado & emulséo, a solugdo contendo CMC ou M. A
emulséo final sofreu dispersdo mecanica novamente por Ultra-Turrax (T 25 — lka®
Labotechnik, EUA) (13.500 rpm/ 2 min) e Ultrasonicador (DRH-UP100H/ Hielscher

Ultrasonics, Alemanha) (90% de amplitude/ 1 ciclo/ 2 min).

4.2.3 Formulacéao das solugdes alimentadoras

Foram produzidas 10 diferentes formulacdes, variando a proporcéo nucleo:matriz e 0s
componentes da matriz encapsulante, porém todas as formulagGes apresentaram 8,6% de
solidos totais, exceto as formulagdes contendo CMC (3,7%) devido a viscosidade, e o teor em
gramas do IPE e do CPE adicionado foi calculado em funcéo do contetdo de proteinas desses
materiais. A formulacdo das solucdes alimentadoras encontra-se melhor detalhada na Tabela
2. Foram utilizados como critério de elegibilidade os dados obtidos na caracterizacdo das
microparticulas obtidas, que incluem as anélises de teor de umidade, distribui¢cdo do tamanho
de particula, retencdo e eficiéncia de microencapsulamento do CLA.
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Tabela 2. Formulagéo das solugfes alimentadoras a serem testadas para o encapsulamento
do CLA por spray-drying.

. Volume da Componentes quantidade (g)
Solidos* 5
Formulacéo (p/p) emulsdo
(%) CLA IPE CPE CMC M
(mL)
CLA:IPE (1:2) 8.6 150 44 86 — @— @ —
CLA:CPE (1:2) 8.6 150 44 — 86 — @ —
CLA:IPE (1:3) 8.6 150 325 975 — @— @ —
CLA:CPE (1:3) 8.6 150 325 — 975 — —
CLAIPE (1:4) 8.6 150 26 104 — — —
CLA:CPE (1:4) 8.6 150 26 — 104 — —
CLA:M:IPE (1:1:3) 8.6 150 26 78 — — 2.6
CLA:M:CPE (1:1:3) 8.6 150 26 — 7.8 — 2.6
CLA:CMC:IPE (1:1:3) 3.7 350 26 78 — 2.6 —
CLA:CMC:CPE (1:1:3) 3.7 350 26 — 78 2.6 —

CLA: &cido linoleico conjugado, IPE: isolado protéico de ervilha, CPE: concentrado protéico de
ervilha, CMC: carboximetilcelulose, M: maltodextrina. * Quantidade de sélidos totais das emulsdes.
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4.4 Caracterizagdo das microparticulas
4.3.1 Umidade
O teor de umidade foi avaliado em balanca de umidade (MA35- Hexis, Alemanha),

utilizou-se aliquotas de 500 mg.

4.3.2 Tamanho de particula (TP)

A analise do tamanho de particula foi realizada em equipamento analisador de
tamanho de particulas (Mastersizer 2000-Malvern Instruments, Inglaterra), para particulas
com diametros na faixa entre 0,1 e 1000 um, pela técnica de difracdo de laser. As amostras
foram dispersas em agua deionizada purificada em sistema Milli-Q na propor¢do que satisfez
0 indice de obscuracdo de 10%, conforme especificacdo do equipamento. Durante a analise,
analisador de tamanho de particulas € programado para executar 3 leituras consecutivas das
amostras e fornecer o resultado médio de cada amostra. Os resultados fornecidos pelo
equipamento foram apresentados na forma D[0,5], que corresponde ao tamanho maximo em
pum de 50% das particulas analisadas, além do indice de espalhamento “span”, que

corresponde a variacdo entre os tamanhos das particulas das amostras.

4.3.3 Retencéo de CLA

As andlises de retencdo de CLA nas microparticulas, que corresponde ao total de CLA
nas amostras, foram realizadas pela quantificacdo de acidos graxos por Cromatografia Gasosa
(CG) (Shimadzu, Japdo) (Ha et al, 1989). Como controle, foi analisado cada material de
parede (IPE, CPE, CMC, M) e o nucleo (CLA).

4.3.3.1 Lavagem da vidraria
Todas as vidrarias utilizadas nos experimentos foram previamente lavadas (por
rinsagem ou imersdo da vidraria) com solucdo de potassa-alcodlica (KOH 2,5% em &lcool
comercial), durante 15 minutos, seguido de imersdo em &cido nitrico diluido 1:4 (v/v) com
agua deionizada por pelo menos 2 horas. Essa etapa de lavagem de material € necesséria,
devido a utilizagdo do detector de ionizacdo em chama (FID, do inglés Flame lonization
Detector) nas analises. Este detector é extremamente sensivel para substancias organicas que

podem resultar em artefatos nas analises cromatograficas.
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4.3.3.2 Transesterificacdo acida
Para a formacdo dos éteres metilicos de &cidos graxos (EMAG) foi utilizado o
protocolo descrito por Lepage & Roy (1986), com modificacGes. Este método consiste em
uma catalise acida, que provoca a isomerizacdo do CLA, gerando assim um aumento relativo
dos isdbmeros com configuracdo trans, trans (Roach et al., 2002). Dessa forma, essa analise se
destina & determinagdo dos teores de CLA total e ndo se aplica & andlise da distribuicdo de

isbmeros. Os EMAG formados foram analisados por Cromatografia Gasosa (CG).

4.3.3.3 Anélise dos EMAG em CG

Para a analise dos EMAG foi utilizado um cromatdgrafo GC-2010 (Shimadzu, Jap&o),
equipado com injetor a quente do tipo split/splitless e com detector FID. Os EMAG foram
separados em coluna capilar polar de 30 m de comprimento (Omegawax-320 - Supelco, Co.,
EUA), tendo He como géas de arraste. A temperatura do forno da coluna foi programada da
seguinte forma: 200°C por 10 minutos, seguido de gradiente de 1,5°C/ minuto até 210°C onde
permaneceu por 25 minutos. As temperaturas do injetor e detector foram 260°C e 280°C,
respectivamente.

Os picos dos acidos graxos nas amostras foram identificados por meio de comparagéo
de seu tempo de retencdo com o tempo de retencdo de &cidos graxos de uma mistura
comercial de padrBes: Supelco 37 FAME mix (Sigma-Aldrich, Brasil), contendo 37 acidos
graxos e padroes de isomeros de CLA cedidos gentilmente pelo Dr. Robert Adolf
(Agricultural Reserch Service, Food Quality & Safety Research Unit, US Department of
Agriculture, Peoria, IL). O CLA presente nas microcapsulas foi quantificado por
padronizacdo interna, onde a soma de todas as areas de todos 0s picos presentes no
cromatograma, menos as areas referentes ao hexano, que é um veiculo para a injecdo da
amostra no aparelho e do padrdo interno, que é adicionado a amostra durante o processo de
metilacdo, equivaleram ao conteldo de CLA nas particulas. Apos a obtencdo do contetdo de
CLA das microcépsulas, foi utilizada a Equacao 1 para calcular a retencdo de CLA.

CLA nas microcapsulas or 100 g de solidos 3
Retencio(06) = P (gp g de ) X100 [Equacdo 1]
CLA na emuls3o(g por 100 g de sélidos)
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4.3.4 Eficiéncia de microencapsulamento (EM).

As analises de eficiéncia de microencapsulamento, que correspondem a quantidade de
CLA internalizado nas microparticulas, foram realizadas conforme Sankarikutty et al. (1998),
com modificacBes propostas por Kouassi et al. (2012). A analise determina a quantidade de
6leo ndo microencapsulado. Amostras de 200 mg foram homogeneizadas em vortex com 5
mL de éter de petrdleo (Vetec, Brasil) durante 5 min com posterior centrifugacdo por 10 min a
1200 rpm. Apds a decantacdo da amostra, o solvente foi filtrado por uma coluna de filtracdo,
contendo um frit (Supelco, Brasil), 1,6 g de Na,SO, anidro (Merck, Alemanha) e 0,4 g de
Celite 545 (Merck, Alemanha), e transferido para um erlenmeyer de 125 mL, previamente
tarado em estufa. A coluna de filtragcdo foi lavada novamente com 5 mL de éter de petroleo e
o filtrado foi unido ao filtrado da centrifugacdo. O solvente foi evaporado em banho maria e o
residuo oleoso, correspondente ao CLA ndo microencapsulado (CLARM), foi seco em estufa
a 105 °C até peso constante. O percentual de CLA ndo microencapsulado foi calculado pela
Equacdo 2. Como controle, a analise foi realizada nos materiais de parede (M, CMC, CPE e
IPE).

~ . CLARMI X100 3
CLA ndo microencapsulado (%) = — (mg) X 100 : [Equacao 2]
(A(mE) = PropCLA) X retengio de CLA(YE)

Onde: CLAAM: CLA ndo microencapsulado, A: amostra pesada (mg), PropCLA:
proporcéo de CLA na formulacao, retencdo de CLA: valor de retencdo de CLA da formulacéo
obtido por CG (%).

Apbs a obtencdo do percentual de CLA ndo microencapsulado, a EM foi calculada

segundo a Equacéo 3.

EM(06) — CLA total(mg) — CLA nio microencapsulado(mg) ¥ 100 [Equacéo 3]
CLA total(mg)

As analises a seguir foram realizadas apenas nas formulagdes que obtiveram

resultados promissores nas analises descritas anteriormente.
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4.3.5 Anélise centesimal
O teor de umidade das microparticulas foi determinado em balanca de umidade
(MA35-Hexis; Alemanha) (105 °C, 90 min), utilizou-se 500 mg de amostra para a analise. O
conteudo de lipidios foi determinado cromatograficamente pelo método citado na se¢édo 4.3.3.
O teor de carboidratos foi determinado por diferenca entre os outros macronutrientes (lipidios,
proteinas e umidade). A determinagdo de proteinas nas amostras foi realizada de acordo com
a metodologia proposta pelo instituto Adolfo Lutz (2008) com algumas adaptacdes.
Aproximadamente 0,2 g de amostra foi pesado em papel de seda e transferido para tubo
digestor (papel+amostra). Foi adicionado ao tubo 5 mL de &cido sulfdrico e uma 1 pastilhas
de catalizador. O tubo foi digerido a 370°C durante 6 h. Ap0s a digestdo, adicionou-se ao tubo
5 ml de &gua, indiciador de fenoftaleina e 15 mL de solucdo aquosa de NaOH 60%, antes do
inicio do processo de destilagio no sistema automético de destilacdo de Kjedhal. A
extremidade afilada do refrigerador foi mergulhada em 25 mL de &cido borico 4%, contido
em frasco erlenmeyer de 500 mL com 3 gotas de indicador (vermelho de metila + verde de
bromocresol). A destilacdo ocorreu até se decorrerem 3 min apds o ponto de viragem,
caracterizado pela coloracdo azul do destilado. O destilado foi titulado com solucéo de acido
cloridrico 0,04 M, previamente padronizada até atingir o ponto de viragem, de coloragéo
alaranjada.
O célculo para determinacao do teor de proteina nas amostras foi realizado de acordo com

a Equacéo 4.

VX0,14Xf [Equacio 4]

Teor de proteina(%) =
P(g)

Onde, V: volume gasto de acido cloridrico 0,04 M (ml) vezes o seu fator de correcéo,
P: n° de g da amostra, f: fator de conversao de nitrogénio em proteina (6,25).

4.3.6 Espectroscopia de absorc¢ado na regidao do infravermelho (FTIR)

As amostras foram submetidas a analise em espectrofotdmetro de absor¢do na regiao
do infravermelho, modelo Excalibur 3100 FT-IR - Varian, no modo de transmiténcia, com
actmulo de 20 varreduras e resolucéo de 2 cm™. Cada amostra foi macerada e homogeneizada
com KBr para a formacdo de pastilhas usadas para a aquisi¢cdo dos espectros. Como controle,
foi analisado cada material de parede (IPE, CPE, CMC, M).
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4.3.7 Anélise termogravimétrica (TGA)

As analises termogravimétricas foram realizadas em aproximadamente 5 mg de
amostra em analisador termogravimétrico modelo Pryris 1 (Perkin-Elmer, EUA) na faixa de
25 a 800 °C com varredura de 10 °C/min, em atmosfera de N, (30 mL/min). Como controle

foi analisado cada material de parede (IPE, CPE, CMC, M) e o n(cleo.

4.3.8 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

A determinacdo da Tg foi realizada no modelo Pryris Diamond (Perkin-Elmer, USA).
Amostras de 5,0 mg foram analisadas em diferentes etapas de aquecimento e resfriamento.
Duas etapas de aquecimento de 0 a 180 °C, a uma taxa de 20 °C/min. Uma etapa de
resfriamento de 180 a 0 °C, a uma taxa de 100 °C/min, foi utilizada. Como controle foi

analisado cada material de parede (IPE, CPE, CMC, M) e o0 n(cleo.

4.3.9 Avaliacédo da morfologia

Utilizou-se Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) para avaliar a microestrutura
das particulas. As amostras foram depositadas em fita adesiva de carbono dupla-face, fixada
na superficie de base do MEV, recobertas com fina camada de ouro em metalizador Balzers,
Union FL 9496 e analisadas em microscopio JEOL SEM 5310, operado a 20kV, conforme
descrito por Pereira et al. (2009).

4.3.10 Solubilidade em agua (SA)

A solubilidade foi avaliada pelo método de Lai & Chen (2004), com algumas
modificacbes. Amostras de 1,25 g foram adicionadas a 15 mL de agua destilada e
homogeneizadas durante 30 min, a 700 rpm. Apds esse processo, a solucao foi centrifugada a
8.000 rpm por 30 min, o sobrenadante foi peneirado, para evitar qualquer contaminacao por
resquicios do pellet, avolumado e uma aliquota (10 mL) foi transferida para uma placa de
petri previamente tarada em estufa. A aliquota do sobrenadante foi seca em estufa a 105 °C
por 5 h e o residuo presente na placa de petri foi chamado de sobrenadante seco. A SA(%) das
microcépsulas foi determinada utilizando as seguintes equacbes (Equacéo 5 e Equacéo 6).

Como controle foi analisado 0s materiais de parede CPE e M.
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sobrenadante seco(10)(g)X 15 [Equacéo 5]
10

Sobrenadante seco(15)(g) =

Onde: Sobrenadante seco(15): residuo presente em 15 mL de agua, sobrenadante

seco(10): residuo presente em 10 mL de agua.

Sobrenadante seco(15)(g)X 100 [Equacéo 6]
Amostra(g)

SA(%) =

Onde: Sobrenadante seco(15): residuo presente em 15 mL de agua.

4.3.11 Dispersibilidade

A dispersibilidade das amostras foi determinada segundo método proposto por Choi et
al. (2010), com algumas modificacdes. O método baseia-se na avaliacdo do comportamento
da absorbéancia das particulas em funcdo do tempo. Amostras de 50 mg foram adicionadas a
25 mL de tampéo fosfato salino (PBS) em pH 7,4 e homogeneizadas (500 rpm, por 10 min).
ApoOs essa etapa, uma aliquota de 500 pL da mistura foi diluida novamente em 500 pL da
solucdo de PBS e homogeneizada (2200 rpm, por 3 min). Um mililitro da mistura final foi
transferido para uma cubeta e mediu-se a absorbancia em espectrofotometro (UV-1800,

Shimadzu, Japan) durante 20 min, no comprimento de onda de 440 nm.

4.4 Estudo de estabilidade.

Foram submetidas ao estudo de estabilidade curso temporal as formulacbes eleitas
com os melhores resultados nas analises de caracterizacdo quanto a retencdo de CLA, EM,
distribuicdo do tamanho de particula e teor de umidade. Ap6s a producdo, as microparticulas
foram embaladas, estocadas em dessecadores e protegidas da luz durante 60 dias em
temperatura ambiente. O perfil e o teor dos isdmeros de CLA, a atividade de agua (Aw) € 0s
compostos volateis produzidos pela peroxidacdo lipidica, analisados por CG (Shimadzu,
Japdo) (Ha et al., 1989, Larick & Parker, 2001), foram utilizados como critérios de
estabilidade das amostras. O Rancimat® (Modelo 743- Metrohm, Suica) método de oxidac&o
acelerada, também foi utilizado como parametro para avaliar a estabilidade oxidativa das
amostras. As andlises descritas acima foram realizadas em aliquotas das amostras em quatro

tempos de coleta, sendo eles: logo apos a secagem e 15, 30 e 60 dias apds a secagem.
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4.4.1 Analise do perfil e do teor total dos isomeros de CLA nas microparticulas
4.4.1.1 Lavagem da vidraria

Todas as vidrarias utilizadas nos experimentos foram previamente lavadas (por
rinsagem ou imersdo da vidraria) com solucdo potassa-alcodlica (KOH 2,5% em alcool
comercial), durante 15 minutos, seguido de imersdo em acido nitrico diluido 1:4 (v/v) com
agua deionizada por pelo menos 2 horas. Esta etapa de lavagem de material é necessaria,
devido a utilizacdo do detector de ionizacdo em chama (FID, do inglés Flame lonization
Detector) nas andlises. Este detector é extremamente sensivel para substancias organicas que

podem resultar em artefatos nas analises cromatogréficas.

4.4.1.2 Extracao dos lipidios
A extracdo dos lipidios das microcapsulas foi realizada de acordo com método descrito
por Wolff et al. (1995), com algumas modificaces. O método consiste na extragdo dos
lipidios por meio de uma mistura hexano:isopropanol (3:2, v,v) com etapa posterior de
lavagem do extrato com solucdo de sulfato de sodio. Apos extracdo, os lipidios totais foram
armazenados em diclorometano:metanol (10:1, v/v) adicionado de um antioxidante (BHT,

0,05%) a — 20°C até transesterificacéo.

4.4.1.3 Transesterificacado alcalina
Para a formacdo dos éteres metilicos de acidos graxos (EMAG) foi utilizado o
protocolo descrito por Kramer et al. (1997), com modificacdes. Este método consiste em uma
catélise alcalina que ndo causa a isomerizacao do CLA, evitando assim um aumento relativo
dos isbmeros com configuracéo trans, trans (Roach et al., 2002). Os EMAG formados foram
analisados por Cromatografia Gasosa (CG), para determinacdo do perfil de isbmeros de CLA

das microparticulas. Os EMAG formados foram analisados por Cromatografia Gasosa (CG).

4.4.1.4 Transesterificacdo acida
A transesterificacdo acida conforme descrita na secdo 4.3.4.2 também foi utilizada no
estudo de estabilidade para quantificar a concentracdo de CLA nas microparticulas. O método
escolhido apresenta as seguintes vantagens em relacdo a transesterificagcdo alcalina: 1) maior
rapidez, visto que € um meétodo direto ndo necessitando de uma extragdo prévia dos lipidios;
2) menor quantidade de amostra para a realizacdo. Embora o método propicie um amento dos
isbmeros trans,trans, ele ndo altera quantitativamente o teor de CLA total. Os EMAG

formados foram analisados por Cromatografia Gasosa (CG).
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4.4.1.5 Andlise dos EMAG em CG

Para a andlise dos EMAG foi utilizado cromatégrafo GC-2010 (Shimadzu, Japao),
equipado com injetor a quente do tipo split/splitless e com detector FID. Os EMAG foram
separados em coluna capilar polar de 30 m de comprimento (Omegawax-320 - Supelco, Co.,
EUA), tendo He como géas de arraste. A temperatura do forno da coluna foi programada da
seguinte forma: 200°C por 10 minutos, seguido de gradiente de 1,5°C/min até 210°C, onde
permaneceu por 25 minutos. As temperaturas do injetor e detector foram 260°C e 280°C,
respectivamente.

Os picos dos acidos graxos nas amostras foram identificados por meio de comparagéo
de seu tempo de retencdo com o tempo de retencdo de acidos graxos de mistura comercial de
padrdes: Supelco 37 FAME mix (Sigma-Aldrich, Brasil), contendo 37 &cidos graxos e
padrdes de isdmeros de CLA cedidos gentilmente pelo Dr. Robert Adolf (Agricultural
Reserch Service, Food Quality & Safety Research Unit, US Department of Agriculture,
Peoria, IL). As &reas dos picos foram corrigidas por meio de fatores de correcdo tedricos de
Ackman conforme descrito por Wolf et al. (1995). Os isdmeros do CLA foram quantificados
por padronizacdo interna e o seu contetdo expresso em mg de CLA/ 100 mg de
microparticulas. A anlise dos isdmeros de CLA por CG em coluna capilar polar de 30 m de
comprimento permite a separagdo dos isébmeros geométricos do CLA, de forma que séo
obtidos no cromatograma quatro picos de CLA representativos de cada classe de isdmeros
geométricos, a saber: cis,trans, trans,cis, cis,cis e trans,trans. A determinacdo da perfil de
isbmeros de CLA foi obtida por meio de normalizacdo interna onde o conteudo de isémeros
de CLA foi expresso em % de CLA total.

4.4.2 l1dentificacdo e quantificacdo dos compostos volateis

Os compostos volateis foram analisados pela técnica de microextracdo em fase solida
(SPME) (Larick & Parker, 2001). Amostras de 1 g foram transferidas para frascos de vidro
especificos (headspace vial) e solubilizadas em 3,25 mL de KCI 3 M adicionado de padrdo
interno [isopropanol (4,4 ug/mL)], os vials foram fechados e incubados em banho de glicerina
a 40°C, sob agitacdo, durante 30 min. O SPME (fibra de Divinilbenzeno/Carboxeno/
Polidimetilsiloxano- Supelco, EUA) acoplado em holder manual (Supelco, EUA) foi inserido
no headspace do vial por 10 min. Apo6s a sor¢do dos volateis os mesmos foram dessorvidos no
injetor do CG durante 3 min. O compostos volateis foram analisados por cromatografia

gasosa
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4.4.2.1 ldentificaco dos compostos volateis

A identificacdo dos compostos volateis foi realizada em cromatografo CG-17A
(Shimadzu, Japdo), equipado com injetor a quente do tipo split/splitless e com detector de
massas QP5050A (MS, do inglés: mass spectrometry). Os volateis foram separados em coluna
capilar apolar de silica fundida (5% fenil/ 95% metilpolisiloxano; 30 m x 0,32 mm D.I., 3 um
espessura do filme- Quadrex 007-5, EUA). He foi utilizado como g&s de arraste ajustado a
velocidade linear de 60,3 cm/s. O injetor operou em modo splitless, sendo programado para o
modo split 3 min apds a injecdo, com temperatura constante de 260 °C. A temperatura do
forno da coluna foi programada da seguinte forma: 30 °C por 10 minutos, seguido de
gradiente de 3 °C/min até 200°C, onde permaneceu por 10 min. O detector de massas operou
nas seguintes condicdes: modo de impacto de ions, energia de ionizacdo 70 eV, temperatura
da interface: 260 °C, temperatura da fonte de ions: 260 °C , faixa de escaneamento: m/z 29-
m/z 500.

Os dados foram analisados utilizando o software Lab Solutions GC-MS (Shimadzu,
Japan) acoplado com a biblioteca de espectros de massa do National Institute of Standards
and Technology (NIST). Uma solucdo de n-alcanos (padrdo de alcanos saturados C;-Cz —
Supelco, EUA) foi analisada nas mesmas condi¢cBes acima para determinar os indices de
retencdo linear (LRI) dos compostos, a equacdo utilizada estd descrita abaixo (Equacéo 7)
(Viegas & Bassoli, 2007)

LRI=100 (—=_+ p) [Equacio 7]

n+l-—tn

Onde: t;: tempo de retencdo do composto de interesse, t,.;: tempo de retencdo do
hidrocarboneto posterior, t,: tempo de retencdo do hidrocarboneto anterior, n: ndmero de

carbonos do hidrocarboneto anterior.

4.4.2.2 Quantificacdo dos compostos volateis

Para a quantificacdo dos volateis foi utilizado cromatografo GC-2010 (Shimadzu,
Japdo), equipado com injetor a quente do tipo split/splitless e com detector FID. Os volateis
foram separados em coluna capilar apolar de silica fundida (5% fenil/ 95% metilpolisiloxano;
30 m x 0,32 mm D.I., 3 um espessura do filme- Quadrex 007-5, EUA). He foi utilizado como
gas de arraste ajustado a velocidade linear de 25,0 cm/s. O injetor operou em modo splitless,
sendo programado para o modo split 3 min apos a injecdo, com temperatura constante de 260
°C. O detector permaneceu a 280 °C durante toda a analise. A temperatura do forno da coluna
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foi programada da seguinte forma: 30 °C por 10 minutos, seguido de gradiente de 3 °C/min
até 200°C, onde permaneceu por 10 min.

Uma solucdo de n-alcanos (padréo de alcanos saturados C;-Cgp — Supelco, EUA) foi
analisada nas mesmas condicGes acima para determinar os indices de retencdo linear (LRI)
dos compostos volateis e possivel compara¢do com os dados do CG-MS. A quantificagdo dos
mesmos foi realizada por padronizacdo interna e os resultados expressos em pig de composto
volatil/ g de microparticula. Além disso, para comparar a producdo total de compostos

volateis durante o teste de estabilidade, calculou-se a area abaixo da curva (AAC).

4.4.3 Atividade de agua (Aw)

O analisador de atividade de dgua (LabMaster-aw; Novasina, Suica) foi utilizado para
avaliar a A, das microparticulas. Aliquotas de aproximadamente 1 g foram acondicionadas
em discos plasticos prdprios do aparelho e a analise foi realizada a 25 °C. Os resultados eram
salvos quando a temperatura e a A,, da amostra permaneciam estaveis por dez e um minutos,

respectivamente.

4.4.4 Estabilidade oxidativa

A estabilidade oxidativa das microcapsulas foi avaliada pelo equipamento Rancimat®
(Modelo 743- Metrohm, Suica). Esse método fornece o periodo de inducdo das
microparticulas, que corresponde a uma mudanca repentina na taxa de oxidacdo (Velasco et
al., 2000). Amostras de 3 g foram utilizadas e as condicdes de analise foram conforme a EN
14112 (temperatura: 110 °C e vazéo de ar: 20 mL/min).

4.5 Andlises estatisticas

Para todos os dados foi calculada estatistica descritiva e foi adotada média aritmética
como medida de centralidade e desvio padrdo como medida de dispersdo. Analise de varianca
(One-way ANOVA) com pds-teste de Tukey foi aplicada para investigar diferencas nas
propriedades fisicas, quimicas e fisico-quimicas das particulas. Para comparar as amostras
guanto a teor de proteina, solubilidade e dispersabilidade, utilizou-se o Teste t de Student. No
estudo de estabilidade das microcapsulas foi usada analise de variancia (One-way ANOVA)
com medidas repetidas e pos-teste de Bonferroni para avaliar: 1) a influéncia do processo de
secagem sobre o perfil de isdmeros de CLA; 2) a influéncia do tempo sobre a distribuicéo e
concentracdo dos isdbmeros de CLA,; 3) a influéncia do tempo sobre o periodo de indugé&o.

Com o intuito de comparar a producéo total de compostos volateis foi calculada a area abaixo
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da curva e utilizou-se o Teste t de Student. A diferenca foi considerada significativa quando o
o valor de p foi menor que 0,05.
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5 Resultados e Discussao

5.1 Desempenho dos materiais de parede
5.1.1 Retencdo de CLA

A utilizacdo de proteinas de ervilha (isoladas ou concentradas) como material de
parede no microencapsulamento de &cido ascorbico e a-tocoferol ja foi avaliada pelo nosso
grupo de pesquisa (Pierucci et al., 2007; Pereira et al., 2009;). As altas reten¢bes do nucleo
relatadas nesses trabalhos demonstram a habilidade do material em proteger substancias
durante a formagdo das goticulas e a secagem. No presente trabalho, todas as formulacdes
apresentaram valores de retencdo de CLA em torno de 90% (retencdo média de CLA: 105 +
12,3%). Segundo trabalhos prévios que também microencapsularam CLA por spray-drying ou
por complexos de inclusdo em moléculas de amilose e ciclodextrina, os valores descritos na
presente dissertacdo sdo satisfatérios (Park et al., 2002; Yang & Gu & Zhang, 2009). Tan &
Chan & Heng (2005) e Rosenberg & Kopelman & Talmon (1990) demonstraram que altas
razdes de nucleo:matriz encapsulante influenciaram negativamente a retencdo do nucleo.
Além disso, outros pesquisadores demonstraram o efeito da adicdo de polissacarideos na
matriz encapsulante sobre a reten¢do do nucleo ( Rosenberg & Sheu, 1996; Pierucci et al.,
2006; Pierucci et al., 2007;). Neste estudo as diferentes formulagdes de matriz encapsulante e

razfes nucleo:matriz encapsulante ndo influenciaram a retencdo do CLA.

5.1.2 Eficiéncia de microencapsulamento (EM)

As formulacbes contendo CPE apresentaram maiores valores de EM do que as
formulacBes contendo IPE, quando esses materiais foram utilizados isolados na matriz
encapsulante. A razdo nucleo:matriz encapsulante influenciou a EM das formulacdes
contendo CPE e a adicdo de carboidratos melhorou esse parametro nos dois tipos de
microparticulas. Choi et al., (2010) e Jimenez & Garcia & Beristain (2006) ao
microencapsularem CLA em matrizes encapsulantes compostas por whey proteins e diferentes
tipos de carboidratos demonstraram valores de EM variando de 57-99%. Neste trabalho, os
maiores valores de EM foram encontrados nas formulagdes contendo CMC, 41,6% e 40,6%
para as formulacdes CLA:CMC:IPE (1:1:3) e CLA:CMC:CPE (1:1:3), respectivamente
(Tabela 3).

E relevante ressaltar que a analise realizada pode provocar a extragdo de Oleo
encapsulado, dependendo da porosidade da matriz encapsulante (Rosenberg & Sheu, 1996),

subestimando assim o valor de EM real. A EM é usualmente determinada lavando-se as
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microparticulas com solventes organicos, que extraem o 6leo ndo microencapsulado (6leo
livre) presente na superficie das microparticulas. A presenca de Oleo livre influencia
negativamente as propriedades fisicas de pos produzidos por spray-drying, como a fluidez,
dispersibilidade, solubilidade e a estabilidade oxidativa (Drusch et al., 2007; Bae & Lee,
2008) .

A vicilina é a principal proteina de reserva presente em ervilhas e neste estudo a
mesma também € o componente majoritario nas duas formulacGes de microparticulas (Pereira
et al.,, 2009). As proteinas sdo reconhecidas matrizes encapsulantes porosas (Rosenberg &
Sheu, 1996; Drusch et al., 2007;), de acordo com Rosenberg & Sheu (1996), a adigdo de
lactose a uma matriz encapsulante proteica diminuiu a difusdo do solvente pela matriz. Este
fendbmeno pode ser explicado pela formacdo de uma crosta rigida ao redor das
microparticulas, devido a presenca de uma fase vitrea continua onde as proteinas se
dispersam. Estudos prévios demonstraram que o equivalente de dextrose (DE) e o peso
molecular dos carboidratos influenciaram significativamente a porosidade da matriz
encapsulante (Sheu & Rosenberg, 1998; Hogan & O’Riordan & O’Sullivan, 2003). Kagami et
al. (2003) ao microencapsularem 6leo de peixe em matrizes encapsulantes compostas por
misturas de caseinato de sodio (CasNa) e maltodextrinas de diferentes (DE) (4, 11 e 18)
observaram que a adicdo de maltodextrinas com alto DE aumentou a estabilidade oxidativa e
reduziu a quantidade de 6leo ndo microencapsulado nas microparticulas. Além disso, a
presenca de carboidratos na matriz encapsulante pode aumentar a hidrofilicidade da mesma e
desta forma reduzir sua interacdo com o solvente de extracdo (Rosenberg & Sheu, 1996). O
CPE é a forma concentrada da vicilina, neste sentido esse material ndo possui a mesma pureza
do IPE, apresentando em sua formulacdo carboidratos e lipidios. NOs sugerimos que a
presenca destes outros componentes ndo proteicos e a interacdo dos mesmos com o CLA
poderiam explicar os maiores valores de EM encontrados nas microparticulas de CPE.

O efeito de diferentes razdes nucleo:matriz encapsulante sobre a EM ja foi investigado
por Rosenberg et al. (1990) e Tan et al. (2005), eles demonstraram que 0 aumento das razdes
acompanhou a reducdo nos valores de EM. Segundo esses autores a quantidade de matriz
encapsulante é insuficiente para microencapsular o nucleo. Contudo Hogan et al. (2003) nédo
encontraram nenhuma associacdo entre a razdo nucleo:matriz encapsulante e a EM, ao
microencapsular oleo de savelha em matriz de CasNa/carboidrato. No presente trabalho, as
variadas razdes ndcleo:matriz encapsulante testadas apenas influenciaram as formulagdes que

continham CPE e a microparticula com a menor razdo ndcleo:matriz, CLA:CPE (1:4) (Tabela
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3), apresentou o menor valor de EM. Neste sentido, visando altos valores de EM €é necessario

a determinagdo de razdes nlcleo:matriz encapsulante 6timas.

5.1.3 Tamanho de particular (TP)

A andlise de TP demonstrou que as microparticulas estavam na escala micro, com
tamanhos médios variando de 5 pm a 11 pm, nas formulagdes CLA:CMC:IPE (1:1:3) e
CLA:CPE (1:4), respectivamente (Tabela 3). Nas formulacdes contendo IPE, CLA:IPE (1:2)
apresentou o0 maior TP (8,96 + 0,18 um). Em um trabalho prévio Tan et al. (2005)
demonstraram que a quantidade de Oleo presente na emulsdo e consequentemente na
microparticula influenciou os valores de TP, no entanto as microparticulas de CPE néo
seguiram essa tendéncia. Pierucci et al., (2007) observaram aumento no TP e na viscosidade
da solucdo alimentadora, ap6s a adicdo de carboidratos na matriz encapsulante. No entanto,
no presente trabalho foram encontrados resultados discrepantes, visto que nas microparticulas
com a mesma razao nucleo:matriz encapsulante (1:4) (Tabela 3), a adicdo de carboidratos a
matriz reduziu os valores de TP nos dois tipos de microparticulas. As caracteristicas fisico-
quimicas distintas da molécula de interesse podem explicar os dados conflitantes.

Embora a adicdo de CMC reduza o tamanho de particula médio, as formulacGes
contendo esse carboidrato apresentaram as microparticulas com a maior variagdo de tamanhos
de particulas, indicados pelos maiores valores de span 18,2 e 2,9 para CLA:CMC:IPE (1:1:3)
e CLA:CMC:CPE (1:1:3), respectivamente (Tabela 3). SolucBes alimentadoras viscosas
interferem no processo de atomizacdo e provocam a formacdo de goticulas grandes e
cilindricas que afetam negativamente a taxa de secagem (Rosenberg et al., 1990). As
viscosidades das emulsfes alimentadoras ndo foram mensuradas, mas as formulagdes
contendo CMC foram diluidas para evitar o entupimento do atomizador e a succao adequada
da emulsdo alimentadora. A producdo de microparticulas com uma estreita distribuicdo no
tamanho de particula € um pardmetro de controle importante para propiciar a liberacdo
controlada do nucleo e o estudo da sua estabilidade (Walton & Mumford, 1999).

5.1.4 Umidade

As microparticulas apresentaram teores de umidade caracteristicos de produtos secos
em spray dryer (Reineccius, 2004), variando de 2,6% na formulacdo CLA:IPE (1:3) a 5,2%
na formulacdo CLA:CMC:IPE (1:1:3). Diante do baixo teor de umidade das microparticulas,
podemos sugerir que as mesmas sdo estaveis microbiologicamente (Drusch et al., 2007)

(Tabela 3). Pierucci et al., (2006) demonstraram relacdo entre o conteudo de sélidos totais da
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emulsdo alimentadora e o teor de umidade das microparticulas. Na presente dissertagdo todas
as formulagdes continham a mesma quantidade de solidos totais (13 g) e apenas as
formulacbes CLA:M:IPE (1:1:3) (4,2 £ 0,3%) e CLA:M:CPE (1:1:3) (2,9 = 0,1%) quando
comparadas apresentaram diferenca estatistica (Tabela 3).

As formulagbes contendo CPE foram escolhidas para o estudo de estabilidade e a
investigacao de outras propriedades fisico-quimicas, pois as mesmas apresentaram uma maior
homogeneidade no tamanho das particulas e maiores valores de EM (Tabela 3). As
formulacbes escolhidas foram CLA:CPE (1:4) e CLA:M:CPE (1:1:3), nosso objetivo ao
selecionar essas formulagdes foi avaliar a insercdo de carboidratos na matriz encapsulante
sobre outros pardmetros fisico-quimicos e a estabilidade oxidativa das microparticulas. M foi
o carboidrato escolhido, visto que as microparticulas contendo CMC apresentaram grande
variacdo no tamanho das particulas e o processo de secagem foi mais longo, pois essa
formulacéo sofreu uma maior diluigdo para diminuir a viscosidade da emulséo alimentadora e
desta forma viabilizar o processo de atomizacdo. Neste sentido, essas caracteristicas da
formulacdo contendo CMC comprometeram futuras aplicac@es. A formulacdo CLA:CPE (1:4)
foi selecionada para comparages, pois possui a mesma razdo ndcleo:matriz encapsulante que
a formulacdo CLA:M:CPE (1:1:3) e além disso também foi nosso intuito avaliar a influéncia
de uma menor EM sobre a estabilidade oxidativa das microparticulas e a aplicacdo do CPE
isolado na matriz encapsulante. Deste ponto em diante, todos os resultados sdo referentes as
formulacGes de microparticulas selecionadas (CLA:CPE, 1:4; e CLA:CMC:CPE, 1:1:3) e a

composicao das mesmas foi suprimida para manter a clareza do texto.
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Tabela 3. Parametros fisico-quimicos (média + DP) das microparticulas de CLA de acordo
com as diferentes razGes ndcleo:matriz encapsulante e materiais de parede das

formulages testadas.

TP
Formulagéo (p/p) EM (%) BT05T (um) Span Umidade (%)
IPE
CLA:IPE (1:2) N.D.A 8,96+0,18" 1,98+0,0" 4,0+0,3%
CLA:IPE (1:3) N.D.A2 8,03+0,15"°  2,16+0,02""  2,6+0,3"
CLA:IPE (1:4) N.D.A2 8,39+0,21"" 2,43+0,3% 4,7+0,1
CLA:M:IPE (1:1:3) 7,4+1,4% 6,66+0,1" 2,31+0,03" 4,2+0,3*

CLA:CMC:IPE (1:1:3) 41,6414 508+0,06°* 18,22+3,18%*  52+0,8"
CPE

CLA:CPE (1:2) 32,0+1,7%  9,2240,25"  2,13+0,02%*  2,9+0,4™
CLA:CPE (1:3) 35,5+0,6%  7,16+0,47%°  241+0,05%° = 32+11™
CLA:CPE (1:4) 14,7¢1,3%°  11,07+0,59°¢  2,06+0,04%*  3,6+0,5™
CLA:M:CPE (1:1:3) 36,4+0,0%° 9,71+0,8° 2,08+0,02° 2,9+0,17

CLA:CMC:CPE (1:1:3)  40,6+2,0*  8,12+0,3%®  296+0,06®"  36+0,8"

CLA: Acido linoleico conjugado; IPE: isolado proteico de ervilha; CPE: concentrado proteico de
ervilha; M: maltodextrina; CMC: carboximetilcelulose; EM: eficiéncia de microencapsulamento; TP:
tamanho de particula; D[0.5]: tamanho médio de particula; span: indice de espalhamento. Letras
maiusculas diferentes na mesma coluna e entre formulagdes iguais de grupos diferentes (CPE e IPE)
indicam diferenca significativa (p < 0,05; teste t). Letras mindsculas diferentes na mesma coluna e
entre formulagdes do mesmo grupo (IPE ou CPE) indicam diferenca significativa (p < 0,05; ANOVA).
P indica diferenca significativa referente a adicdo de carboidratos (M ou CMC) em relagdo as
formulagGes no mesmo grupo (CLA:IPE (1:4) ou CLA:CPE (1:4)) (p < 0,05; teste t). “ indica diferenca
entre as formulag6es contendo carboidrato (M e CMC) no mesmo grupo (IPE ou CPE) (p < 0,05; teste

).
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3.2 Caracterizagao
3.2.1 Composicgao centesimal

As microparticulas de CLA:CPE e CLA:M:CPE apresentaram 0s seguintes teores de
proteina 58,2 £ 0,1% e 42,5 £ 0,1%, respectivamente. Como esperado, foi observado maior
teor de carboidratos nas microparticulas de CLA:M:CPE que as microparticulas de CLA:CPE
(30,4 + 1,0% vs. 11,9 + 0,5%). Os dois tipos de microparticulas demonstraram conteldos de
lipidios similares, CLA:CPE = 26,3 + 0,6% e CLA:M:CPE = 24,2 + 1,0%. Segundo a analise
cromatografica, os isomeros CLA cis,trans (= 33%) e CLA trans,cis (= 34%) foram os acidos
graxos majoritarios nos dois tipos de microparticulas. O segundo pico mais proeminente da
andlise foi referente aos acidos graxos 18:1n-7/ 18:1n-9 (= 17%), que devido a limitaces
técnicas coeluem (Tabela 4). Nesta secdo do trabalho ndo foram realizadas analises
estatisticas, pois as diferencas na composicdo centesimal ja eram esperadas devido a variacdes

na formulagdo das microparticulas.
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Tabela 4. Composicdo centesimal e perfil de &cidos graxos das microparticulas de CLA,
CLA:CPE e CLA:M:CPE. (média £ DP)

Composicao Centesimal CLA:CPE CLA:M:CPE
Proteina (%) 58,2+0,1 425+0,1
Carboidrato (%) 11,9405 30,4+1,0
Umidade (%) 3,6+05 2,9+0,1
Lipidios (%) 26,3+0,6 24,2+ 1,0

Perfil de acidos graxos®
16:0 2,4+0,13 2,0x+0,04
18:0 2,9 £ 0,06 290,01
18:1n-7/18:1n-9 17,2+0,2 16,6 = 0,06
18:2n-6 8,4 +0,37 6,9 £0,23
18:3n-3 1,3+0,11 1,1+0,07
CLACct 32,5+0,15 33,8+0,10
CLAt.C 32,8 £0,14 34,3+0,13
CLAc,C 0,9+ 0,02 1,0+£0,05
CLAtt 16+0,11 150,15

CLA: &cido linoleico conjugado, CPE:concentrado protéico de ervilha, M: maltodextrina, c: cis e t:

trans. 1: Determinado por diferenca, 2: Determinado por normalizacao interna.

3.2.2 Espectroscopia de absorc¢éo na regido do infravermelho (FTIR)

A andlise de FTIR (Figura 9A) foi utilizada para avaliar se 0 processo de secagem
poderia promover interacdes entre 0s componentes das microparticulas. Ao comparar 0S
espectrogramas de infravermelho da matriz encapsulante M:CPE (1:3) seca em spray dryer e
a mistura fisica desses componentes, nao foi observado o surgimento nem o desaparecimento
de nenhum pico de absorcdo. Esta mesma tendéncia foi observada quando se comparou as
microparticulas (CLA:M:CPE (1:1:3) e CLA:CPE (1:4)) com os seus materiais de parede
isolados (M e CPE).

Os picos observados nas regides referentes as ligacdes hidroxila (+ 3200 cm™),
carbonila (+ 1640 cm™) e a dupla conjugada (+ 1530 cm™), indicam a presenca de CLA nas
microparticulas. Yang et al. (2009) inseriram moléculas de CLA na estrutura de carboidratos
complexos, como a amilose e B-ciclodextrina, e encontraram picos de absor¢cdo nas mesmas
regides descritas acima. Além disso, foram encontrados dois picos  (+ 2920 cm™ e + 2850

cm ') apenas nos espectrogramas de infravermelho das microparticulas, que podem ser
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advindos da molécula de CLA. Eles correspondem as ligagdes simples C-H que vibram por
estiramento.

Kosaraju & D’ath & Lawrence (2006) ao microencapsularam por spray-drying
compostos fendlicos presentes nas folhas de oliva em matriz de quitosana, observaram
interagBes quimicas entre o ndcleo e a matriz encapsulante. No entanto, os resultados
presentes nesta dissertacdo sugerem que 0 microencapsulamento € um processo fisico,

incapaz de alterar a estrutura quimica da molécula de interesse.
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Figura 9. Caracterizacdo fisico-quimica das microparticulas de CLA: A)
Espectrogramas de infravermelho (FTIR) das microparticulas de CLA e dos
componentes da matriz encapsulante. 1. CLA:M:CPE (1:1:3), 2. CLA:CPE (1:4), 3.
M:CPE (seco no spray dryer), 4. M:CPE (mistura fisica), 5.CPE e 6. M.; B) Curvas
termogravimetricas das microparticulas de CLA e de todos os seus componentes. 1.
CPE, 2. M:CPE, 3. CLA:CPE (1:4), 4. CLA:M:CPE (1:1:3), 5. M, 6. CLA. CLA: Acido

linoleico conjugado, CPE: concentrado proteico de ervilha, M: maltodextrina.
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3.2.3 Estabilidade térmica

Diferencas na estabilidade térmica entre as microparticulas e 0s seus componentes
foram determinadas por analises termogravimétricas (Figura 9B). Todas as substancias,
exceto o CLA, iniciaram a perda de massa em temperaturas abaixo de 100 °C. O primeiro
decaimento de massa das amostras é causado pela desidratacdo das mesmas e esse percentual
foi muito similar aos teores de umidade das microparticulas de CLA:CPE e CLA:M:CPE
aferidos pela balanca de umidade (Tabela 3). Além disso, a auséncia dessa etapa de
desidratacdo na amostra de CLA confirma o carater anidro do material. Os materiais de
parede apresentaram taxas e temperaturas de degradacdo muito similares (M: 186,3+1,8°C e
CPE: 158,5 + 0,2 °C), neste sentido a adicdo de M na matriz encapsulante ndo influenciou
positivamente a estabilidade térmica da matriz encapsulante. As microparticulas CLA:M:CPE
(131,0 £ 0,6 °C) e CLA:CPE (133,9 £ 0,4 °C) demonstraram temperaturas de degradacédo
menores (p < 0,05) que o CLA (14555 + 0,5 °C), sugerindo assim que o processo de
microencapsulamento nao foi capaz de aumentar a estabilidade térmica do CLA. Os dois tipos
de microparticulas apresentaram dois estagios de perda de massa, o primeiro referente a
degradacdo do CLA e o segundo relativo a degradacdo da matriz encapsulante, como ja foi

descrito previamente (Yang et al., 2009).

3.2.4 Calorimetria diferencial exploratéria (DSC)

A M analisada isoladamente apresentou o maior valor de Ty (156.3 £ 1.9 °C) e a sua
adicdo na matriz encapsulante aumentou o valor de Ty nas microparticulas de CLA (p < 0,05)
(CLA:M:CPE; 67.8 £ 2.2 °C vs. CLA:CPE; 414 + 1.0 °C ). No entanto, as duas matrizes
encapsulantes (CPE; 74.1 £ 2.1 °C vs. M:CPE; 76.6 = 5.4 °C) utilizadas ndo apresentaram
valores de T, diferentes estatisticamente quando comparadas isoladamente. Neste sentido, nds
sugerimos que a presenca do CLA pode influenciar esse parametro, embora ndo tenha sido
possivel determinar a sua Ty (Tabela 5). Segundo Yousefi & Emam-Djomeh & Mousavi
(2011) a adicdo de carboidratos de alto peso molecular, como a M, na matriz encapsulante é
uma estrategia largamente utilizada para aumentar a Ty de sucos de frutas secos em spray-

drying
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Tabela 5. Temperatura de transi¢éo vitrea (Tg), solubilidade e dispersibilidade
das microparticulas de CLA e de seus componentes (média + DP).
Solubilidade Dispersibilidade

Amostras T, °C)! %! (A Abs, x 10
Microparticulas

CLA:CPE 41,4 +1,0° 22,4 +0,1° 38,8 +2,3°

CLA:M:CPE 67,8+2,2° 385+1,8° 7,1+0,8
Materiais

CLA ND NA NA

CPE 741+21° 22,4 +0,1° NA

M 156,3 + 1,9° 86,3 +0,7° NA

M:CPE 76,6 + 5,4 NA NA

CLA: Acido linoleico conjugado, CPE: concentrado proteico de ervilha, M:
maltodextrina, ND: n&o detectado e NA: ndo analisado. 1: Letras diferentes indicam
diferenca significativa na mesma coluna (p < 0,05, ANOVA). 2: Letras diferentes
indicam diferenca significativa na mesma coluna (p < 0.05, Teste-t).

Produtos processados pela tecnologia de spray-drying devem ser mantidos abaixo da
Ty, com o objetivo de evitar mudangas nas caracteristicas fisicas, quimicas e sensorias do
mesmo durante a estocagem. Em temperaturas acima da T4, 0 solido amorfo, neste caso as
microparticulas, estd em um estado “borrachudo” (do inglés rubbery), onde a mobilidade
molecular da matriz encapsulante é alta e as reacGes sao mais aceleradas, resultando assim em
alteracdes fisico-quimicas e perdas nutricionais (Bhandari & Howes, 1999; Reineccius, 2004).

As microparticulas produzidas apresentaram valores satisfatorios de Ty quando
comparadas com estudos prévios que microencapsularam 6leos ou processaram sucos de
frutas por spray-drying ( Soottitantawat et al., 2004; Kouassi et al., 2012; Yousefi & Emam-
Djomeh & Mousavi, 2011). Do ponto de vista econémico, microparticulas que apresentam
altos valores de T, sdo mais interessantes, visto que as mesmas S&o estaveis a temperatura
ambiente, ndo necessitando assim de refrigeracdo durante a estocagem. Contudo esses
resultados devem ser interpretados com cautela, pois além da temperatura, outros fatores
durante a estocagem, como a umidade relativa, podem influenciar a estabilidade do nucleo.
Além disso, j& foi demonstrado que mesmo sob temperaturas de refrigeracéo, o escurecimento

ndo enzimatico ocorre em taxas menos intensas e pequenas moléculas como o oxigénio e a
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agua sdo capazes de difundir pela matriz encapsulante (Andersen et al., 2000; Bell &
Hageman, 1994).

3.2.5 Solubilidade

Rangel et al. (2003) demonstraram a alta solubilidade da vicilina, 0 componente
principal do CPE, em uma faixa ampla de valores de pH. A baixa solubilidade do CPE (22.4 £
0.1%) em comparacdo ao estudo citado anteriormente, pode estar relacionado com o grau de
pureza do material, visto que nesse trabalho utilizou-se um concentrado proteico de ervilha e
no trabalho de 2003, um isolado proteico. As microparticulas de CLA:CPE e CLA:M:CPE
apresentaram 0s seguintes valores de solubilidade 224 + 0.1% e 385 = 1.8%,
respectivamente. Choi et al. (2010) ao microencapsular CLA em matrizes encapsulantes
compostas por whey protein, M e produtos da reacdo de Mailard, observaram valores de
solubilidade acima de 75%. A M foi o material mais soltvel (86.3 £ 0.7%) e a adi¢cdo desse
carboidrato na matriz encapsulante aumentou a solubilidade da microparticula (Tabela 5).
Esse carboidrato de alto peso molecular é um dos materiais de parede mais usados em
processos de secagem por spray-drying, devido as suas propriedades, como: alta solubilidade,

baixa viscosidade e alta T4 ( Yousefi & Emam-Djomeh & Mousavi, 2011).

3.2.6 Dispersibilidade

A dispersibilidade de um produto seco em spray-drying é influenciada principalmente
pelo tamanho de particula, a densidade e a matriz encapsulante utilizada (Reineccius, 2004).
Os baixos valores de Aaps Observados nas microparticulas indicam boa dispersibilidade, visto
que altos valores de Aaps S80 decorrentes da rapida deposicao das microparticulas no fundo da
cubeta (Tabela 5).

No presente trabalho nds apenas avaliamos a influéncia da matriz encapsulante sobre a
dispersibilidade, pois as duas formulac6es apresentaram tamanhos de particula similiares (p >
0,05) (Tabela 3). As microparticulas de CLA:M:CPE demonstraram melhor dispersibilidade
que as microparticulas de CLA:CPE (7,1 + 0,8 vs. 38,8 * 2,3), possivelmente pela presenca do
carboidrato altamente soltvel (M) na matriz encapsulante. Segundo Choi et al. (2010) as
interacbes entre as proteinas e os carboidratos da matriz encapsulante com a agua séo
responsaveis pelos diferentes valores de dispersibilidade encontrados nas microparticulas. Os
resultados de dispersibilidade e solubilidade presentes nesse estudo sdo consistentes e juntos
sugerem que as microparticulas de CLA produzidas formam emulsdes estaveis quando

reconstituidas em agua.
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3.2.7 Morfologia

As imagens obtidas no MEV demonstraram que as duas formulagdes apresentaram
microparticulas com conformacéo esférica, mas com topografias de superficie distintas. As
microparticulas de CLA:CPE exibiram superficie com invaginacdes e rugosidades (Figura
10A e 10B), enquanto que na formulagcdo CLA:M:CPE, a presenga de rugosidades foi menos
intensa e houve uma menor aglomeracdo das particulas (Figura 10C e 10D). Esses resultados
sdo contrastantes com o0s demonstrados por Pierucci et al. (2007), onde a adicdo de

maltodextrina na matriz encapsulante ndo afetou a morfologia das particulas.

H\ WD /|8 | det — 10 pm ——————

D S0 o ¢ D

Figura 10. Micrografias das microparticulas produzidas. CLA:CPE, bar:, 30 um e
10 pum para A e B, respectivamente. CLA:M:PPC, bar: 30 um e 10 um para C e
D, respectivamente.

A microestrutura de particulas secas em spray-drying pode ser afetada por diversos
fatores, como: a composicédo e as propriedades da matriz encapsulante, a razdo ndcleo:matriz



49

encapsulante e as condigdes de secagem e estocagem (Sheu & Rosenberg, 1998; Jimenez &
Garcia & Beristain, 2006). A presenca de invagina¢Ges nas microparticulas é decorrente das
propriedades viscoelasticas dos materiais de parede e da utilizacdo de altas taxa de secagem,
favorecendo assim 0 “encolhimento” desigual das particulas em estégios iniciais do processo
(Sheu & Rosenberg, 1998). Alem disso, ja foi demonstrado que a razdo proteina:carboidrato
na matriz encapsulante influencia a morfologia de microparticulas de CLA produzidas por
spray-drying (Choi et al., 2010). O teor proteico da matriz encapsulante foi inversamente
proporcional a ocorréncia de invaginagfes nas microparticulas, visto que as formulagées com
altos teores desse macronutriente apresentaram microparticulas com menor grau de
invaginacgdes (Choi et al., 2010). Outra variavel explorada por Choi et al. (2010) foi a pureza
do material de parede proteico utilizado, uma vez que a matriz composta por whey protein
isolado produziu microparticulas com menos invaginacdes que uma matriz semelhante de
menor pureza (whey protein concentrado). A presenca de carboidratos, como a lactose na
matriz encapsulante parece estimular a formacdo de invaginagfes. Da mesma forma, o
concentrado proteico de ervilha utilizado na presente dissertacdo possui carboidratos em sua
composicao.

Invaginagdes afetam negativamente a flotabilidade, as propriedades de reconstitui¢éo e

a estabilidade do produto (Rosenberg & Kopelman & Talmon, 1990). Microparticulas
com superficies invaginadas e/ou rugosas podem apresentar uma maior liberacdo do material
encapsulado, devido a maior superficie de contado com o meio externo (Walton & Mumford,
1999). No presente trabalho, ndo observamos a presenca de poros abertos e rachaduras nas
duas formulagdes de microparticulas (CLA:PPC, CLA:M:PPC), que segundo Sheu &
Rosenberg (1998) é um dos critérios mais importantes para se avaliar a habilidade de protecéo

da matriz encapsulante.

3.3 Teste de estabilidade
3.3.1 Perfil de isdbmeros

A bioatividade do CLA € isémero especifica (Pariza & Park & Cook, 2001), logo a
producdo de microparticulas capazes de manter o perfil de isémeros de CLA durante a
estocagem € uma questdo relevante.

Diversos estudos ja relataram a baixa estabilidade oxidativa do CLA (Jimenez &
Garcia & Beristain, 2006; Garcia-Martinez et al., 2009;Yettella & Castrodale & Proctor,
2012) e o efeito do aquecimento sobre o seu perfil de isdmeros (Rodriguez-Alcala &

Fontecha, 2007; Giua et al., 2012). Neste sentido, antes de avaliar o perfil de isdmeros de



50

CLA durante a estocagem, foi determinado se 0 processo de secagem por spray-drying era
capaz de alterar o perfil de isomeros de CLA.

O perfil de isdbmeros de uma amostra de CLA microencapsulada em duas matrizes
encapsulantes diferentes (CLA:CPE e CLA:M:CPE) e uma amostra ndo microencapsulada
encontra-se na Figura 11 e um cromatograma parcial desta analise encontra-se na Figura 12.
A andlise cromatografica demonstrou que a amostra ndo microencapsulada possui quatro
classes de isbmeros em sua composi¢do, cis,trans; trans,cis; cis,cis e trans,trans, na seguinte
distribuicdo: 47,9 + 0,24%; 48,42 £+ 0,08%; 1,43 £ 0,05% e 2,24 + 0,27%, respectivamente
(Figura 11). Além dos isdmeros de CLA, as amostras também continham outros acidos graxos
em menores concentracbes como linoleico (18:2n-6), oleico (18:1n-9), vacénico (18:1n-7),
estearico (18:0) e palmitico (16:0) (Figura 12), estando de acordo com as informacdes
descritas no rotulo.

Quanto ao CLA microencapsulado, as amostras também apresentaram as quatro
classes de isomeros descritas acima e a composi¢do da matriz encapsulante néo influenciou o
perfil de isbmeros do CLA, visto que a distribuicdo percentual dos isdbmeros ndo diferiu
estatisticamente (p>0,05) nas duas formulagdes (CLA:CPE (1:4): 47,94 £ 0,06% cis,trans;
48,39 + 0,16% trans,cis; 1,38 £ 0,02% cis,cis; 2,29 + 0,15% trans,trans; CLA:M:CPE (1:1:3):
4791 + 0,14% cis,trans; 48,54 + 0,12% trans,cis; 1,38 £ 0,07% cis,cis; 2,17 £ 0,2%
trans,trans) (Figura 11).

As amostras de CLA analisadas por CG (CLA microencapsulado e néo
micoencapsulado) ndo apresentaram diferenca estatistica (p > 0,05) quanto & composi¢éo e a
distribuicdo dos isémeros, indicando assim que o processo de secagem ndo alterou a
composicdo do material de interesse (Figura 11). Contudo, ao aferir a concentracdo de
peroxidos na emulsdo alimentadora e nas particulas apos a secagem, Hogan & O’Riordam &
O’Sullivan (2003) demonstraram que o processo de encapsulamento por spray-drying pode
aumentar o PV de microparticulas de dleo de peixe. Indicando assim que dependo das
condicGes de secagem aplicadas como: taxa de secagem, temperatura de secagem, método de
homogeneizacdo, dentre outros, o processo pode alterar/degradar a substéncia de interesse. No
entanto, sequndo Gouin (2004) este fato tem uma baixa probabilidade de ocorrer, pois embora
durante a secagem sejam utilizadas altas temperaturas (180 °C). A temperatura da
microparticula ndo ultrapassa 80 °C, devido ao intenso processo de evaporacao.



CJ CLA
@8 CLA:CPE (1:4)
E3 CLA:M:CPE (1:1:3)

Distribuicdo dos isdbmeros de CLA
N
o

Classes de isbmeros

Figura 11. Influéncia do processo de secagem sobre o perfil de isdmeros de CLA.
CLA: &cido linoleico conjugado, CPE: concentrado proteico de ervilha, M: maltodextrina.
Os resultados ndo foram significativamente diferentes. (p>0.05, ANOVA medidas

repetida).
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Figura 12. Cromatograma parcial referente a analise do perfil
de isdbmeros de CLA obtido por CG-FID. Omegawax-320
coluna, 30 m operada a 200 °C (10”) + 1,5 °C/min até 210 °C
(257). 1: CLA cis,trans, 2: CLA trans,cis, 3: CLA cis,cis e 4: CLA

Cis,Cis.

Durante a estocagem por dois meses a temperatura ambiente, o perfil de isdmeros de
CLA das duas formulacbes de microparticulas permaneceu praticamente constante (Figura
13A e 13B). Foram observadas variacbes nos isémeros minoritarios de CLA (cis,cis;
trans,trans) nas duas formulacGes de microparticulas durante o teste de estabilidade. Nas
microparticulas de CLA:CPE os isdmeros cis,cis decairam até o 15° dia e apds esse periodo
permaneceram estiveis até o fim do estudo. Em contraste, a distribuicdo dos isdmeros
trans,trans se manteve estavel nos primeiros 30 dias de estudo, decaindo, ap0s essa data, até o
final do estudo. Quanto as microparticulas de CLA:M:CPE, os isdmeros cis,cis decairam até o
15° dia, permaneceram estaveis até o 30° dia e aumentaram no final do estudo, atingindo
valores similares aos iniciais. No entanto, os isdmeros trans,trans nao apresentaram variagdes

em suas concentragdes durante os 60 dias de estudo (Figura 13A e 13B).
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Figura 13. Perfil de isdmeros das microparticulas de CLA durante o teste de
estabilidade, A) CLA:CPE e B) CLA:M:CPE. CLA cis,trans:®; CLA trans,cis: l; CLA
cis,cis: A; CLA trans,trans: ¥. * indica diferenca significativa em relagéo ao dia 0 (p <
0.05; ANOVA medidas repetidas).

Estes resultados estdo de acordo com estudos prévios que demonstraram reducdo na
distribuicdo dos isdmeros minoritarios de CLA ap0s processamento térmico e a estocagem
sob refrigeracdo ( Rodriguez-Alcala & Fontecha, 2007; Giua et al, 2012).

3.3.2 Quantificacdo de CLA

Com o intuito de evitar interpretacdes errdneas causadas pela determinacao do perfil
de CLA por normalizacdo interna, o teor de CLA das microparticulas também foi avaliado
durante o teste de estabilidade (Figura 14A). As duas formulages de microparticulas
(CLA:CPE e CLA:M:CPE) apresentaram teores de CLA similares (p > 0,05) e estaveis
durante os 60 dias de estudo. Além disso, a atividade de agua (Aw, 25 °C) das microparticulas
também foi mensurada durante o teste de estabilidade para investigar se as microparticulas
absorveram ou perderam agua durante esse periodo. As microparticulas de CLA:M:CPE néo
apresentaram alteragdes nos valores de A,, durante o teste de estabilidade (0,322 + 0,007 Ay).

Ja nas microparticulas de CLA:CPE observou-se um pequeno aumento nos valores de Ay
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apos 60 dias de estocagem (dia 0: 0,203 + 0,001 A, vs. dia 60: 0,306 + 0,003 A,; Figura
14B). Embora a umidade das microparticulas ndo tenha sido avaliada durante o teste de
estabilidade, assim como a confeccdo de isotermas de sorcdo, baseado na variacdo de A, da
amostra CLA:CPE e em isotermas de sor¢do de produtos com composicédo similar (Hardy &
Scher & Banon, 2002), n6s sugerimos que a variacdo de umidade durante o estudo foi baixa,
provocando uma variagdo de massa na faixa de 2-3%. A variagdo de massa sofrida pela
amostra de CLA:CPE foi muito baixa, sendo assim negligenciada no calculo do teor de CLA.
Neste sentido, os resultados de quantificacdo de CLA estdo de acordo com a estabilidade no
perfil de isdmeros de CLA descrita na se¢do anterior e em conjunto demonstram a eficécia das

duas formulagdes de matriz encapsulante em proteger o nucleo.
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0.2

S = o

A, (25 °C)
\Jr

*

1+ 0.1

CLA mg/ 100 mg de microparticula

5.0
2.5
000 1 L T L] 1 0'() T T T T !
0 15 30 45 60 0 15 30 45 60
Tempo (dias) Tempo (dias)

Figura 14. Quantificacdo de CLA e atividade de agua (Aw) das microparticulas. A)
Quantificacdo de CLA e B) Aw a 25 °C. CLA:M:CPE: * e CLA:CPE: [J. * indica diferenca
significativa em relagdo ao dia 0 (p < 0.05; ANOVA medidas repetidas).

3.3.3 Produtos volateis da oxidacdo do CLA
3.3.3.1 Identificacdo dos compostos volateis no CG-MS

Ap0s analises por CG-MS foi possivel identificar cinco compostos volateis: Hexanal,
Heptanal, 2-Heptanona, 2,2-Dimetil-decano e Decano, nas microparticulas de CLA. A
identificacdo dos mesmos encontra-se na Tabela 6 e 0s seus respectivos espectrogramas, na
Figura 15. Para a identificacdo de todos os compostos utilizou-se as informaces referentes ao
banco de dados presente no GC-MS associadas a comparagdo com os LRI obtidos no estudo e
0s LRI descritos na literatura (Qian & Reineccius, 2003; Elmore et al., 2005). Em todos os
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compostos volateis esses dois métodos de identificacdo apresentaram resultados similares,
exceto para o composto 2,2-Dimetil-decano que foi identificado apenas pelo banco de dados
presente no GC-MS (Tabela 6).
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Tabela 6. Identificacdo dos compostos volateis presentes nas microparticulas de CLA durante o estudo de estabilidade

Composto LRI LRI Ref IS (M = DP (%)) Método de
identificacdo

Hexanal 799 799" 94+23 MS + LRI
2-Heptanona 891 888! 97 +£0,7 MS + LRI
Heptanal 901 900" 96 +0,9 MS + LRI
2,2-Dimetil-decano 9% e 91+3,6 MS
Decano 1000 1000° 7774 MS + LRI

LRI: Indice de retencdo linear, LRI Ref: indice de retencdo linear obtido em Qian & Reineccius, 2003" e Elmore et al., 2005, IS: indice de similaridade, MS:
identificacdo realizada pelo banco de dados presente no GC-MS e LRI: identificacdo realizada pelo LRI.
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Figura 15. Espectro de massa dos compostos identificados nas microparticulas de CLA
durante o estudo de estabilidade. A) Hexanal; B) 2-Heptanona; C) Heptanal; D) 2,2-Dimetil-decano

e E) Decano.
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3.3.3.2 Quantificacdo dos compostos volateis no GC-FID

Um cromatograma parcial representativo obtido em CG-FID contendo 0s compostos
identificados € demonstrado na Figura 16. Na figura € possivel observar o Hexanal, composto
em maior concentracdo em todas as amostras, 2-Heptanona, Heptanal, 2,2-Dimetil-Decano e o

Decano. A quantificagdo dos compostos volateis durante o teste de estabilidade é descrita na

Figura 17A.
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Figura 16. Cromatograma parcial da analise de quantificacdo dos compostos volateis
presentes nas microparticulas de CLA durante o teste de estabilidade obtido por CG-FID.
Coluna Quadrex 007-5, 30 m operada a 30 °C (10’) + 3 °C/min até 200 °C (10’). A) Hexanal;
B) 2-Heptanona; C) Heptanal; D) 2,2-Dimetil-decano e E) Decano.

Embora tenham sido identificados cinco compostos volateis nas microparticulas
(Hexanal, 2-Heptanona, Heptanal, 2,2-Dimetil-Decano e Decano), eles também estavam
presentes nas matrizes encapsulantes em concentracGes similares, exceto o heptanal, quando
analisadas isoladamente. A ocorréncia desses compostos volateis no material de parede pode
estar relacionada a presenca de lipidios residuais dos gréos de ervilha, que provavelmente

oxidaram. Neste sentido, apenas o Heptanal foi considerado um marcador da oxidacdo do
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CLA durante a estocagem. Um estudo prévio demonstrou a presenca de heptanal em um dleo
rico em CLA e auséncia no controle (6leo de cartamo), indicando assim que esse composto
pode ser utilizado como um marcador especifico da oxidacdo do CLA (Garcia-Martinez et al.,
2009). No presente trabalho, o teor de Heptanal nas microparticulas aumentou até o 30° dia e
depois permaneceu constante até o final do estudo (Figura 17B). Apds os 60 dias de estudo,
os teores de Heptanal nos dois tipos de microparticulas (CLA:CPE, 35,1 + 4,5 ug/g e
CLA:M:CPE, 31,7 £ 2,4 ug/g) foram menores que o demonstrado por Garcia-Martinez et al.
(2009) em um 6leo rico em CLA , apds dez dias de estocagem a 60 °C. Estes resultados estdo
de acordo com as analises de estabilidade descritas anteriormente e indicam pequenas
mudangas no CLA, devido ao processo de oxidacéo.

Visando avaliar a influéncia da matriz encapsulante sobre a estabilidade oxidativa das
microparticulas, AAC foi calculada e a mesma reflete a producdo total de volateis pelo
processo oxidativo durante o estudo de estabilidade (Figura 17C). O teor de Heptanal nas
microparticulas aumentou até o 30° dia e depois permaneceu constante até o final do estudo,
este comportamento do composto volatil foi igual nas duas formulagdes de microparticulas,
assim como a producdo total de compostos volateis (CLA:M:CPE, 1412,7 + 49,7 vs.
CLA:CPE, 1442,3 £ 94,5; p > 0,05) (Figura 17C). Embora ndo tenhamos encontrado
influéncia da matriz encapsulante sobre a producdo total de volateis, neste trabalho, Jimenez
& Garcia & Beristain (2006), ao microencapsular CLA, demonstraram associacdo entre a
producdo de aldeidos e a composicdo da matriz encapsulante. No estudo citado anteriormente,
as microparticulas compostas por whey proteins, como Unico componente da matriz
encapsulante, apresentaram a menor producdo de aldeidos e a melhor microestrutura
(conformacdo esférica, superficie lisa e livre de poros abertos e rachaduras). Contudo, outros
estudos demonstraram que matrizes encpasulantes compostas apenas por proteinas possuem
alta permeabilidade ao oxigénio e a adicdo de carboidratos pode reduzir esta caracteristica
(Sheu & Rosenberg, 1998; Kagami et al., 2003; Bae & Lee, 2008). Segundo Bae & Lee
(2008) isso pode ocorrer, pois ao adicionar carboidratos na matriz encapsulante aumenta-se o
carater hidrofilico da matriz, reduzindo assim interacdes com o oxigénio, devido a sua

natureza hidrofébica.
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Figura 17. Formacdo de compostos volateis durante o teste de estabilidade. A) CLA:CPE,
B) CLA:M:CPE e C) Teores de Heptanal nas microparticulas. Hexanal: @; Heptanal: A; 2,2-
Dimetil-Decano: V¥; 2-Heptanona: BM; Decano: ¢; CLA:M:CPE: % e CLA:CPE: L. * indica
diferenca significativa em relacdo ao dia 0 (p < 0.05; ANOVA medidas repetidas).

N&o obstante, a difusdo do oxigénio pela matriz encapsulante também pode depender
da porosidade e integridade da matriz seca (Jimenez & Garcia & Beristain, 2006) e de acordo
com as analises morfoldgicas realizadas na presente dissertacdo, as duas formulagdes de
microparticulas ndo apresentaram poros abertos e rachaduras em suas topografias. As
microparticulas de CLA:CPE apresentaram mais invaginacbes e rugosidades em suas
superficies que as microparticulas de CLA:M:CPE. Segundo Walton & Mumford (1999)
essas caracteristicas podem aumentar a liberacdo do nucleo, devido a maior superficie de

contato e consequentemente uma maior interagdo com 0 meio. Entretanto, as duas
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formulagdes mantiveram o CLA estavel durante dois meses, independente de rugosidades na
superficie das microparticulas e varia¢fes na solubilidade da matriz encapsulante. Logo, neste
caso, podemos sugerir que a morfologia das microparticulas ndo influenciou a estabilidade do
nucleo. Provavelmente a topografia das microparticulas € relacionada as propriedades do
material de parede, CPE, como demonstrado previamente por Bittencourt et al. (2013) e
Pierucci et al. (2007).

3.3.4 Estabilidade oxidativa determinada pelo método de Rancimat®

Ahn et al., (2008) e Velasco & Dobarganes & Marquez-Ruiz (2000) foram bem
sucedidos ao utilizar o método de Rancimat® para avaliar a estabilidade oxidativa de
diferentes 6leos microencapsulados.

No entanto, no presente estudo ndo foram obtidos resultados satisfatérios, pois o
aparelho foi incapaz de determinar o tempo de inducéo das microparticulas de CLA. Diferente
das curvas do CLA ndo microencapsulado, as curvas das microparticulas ndo apresentaram
uma fases lag e log bem definidas (Figura 18), impossibilitando assim o calculo manual do

tempo de inducédo. Neste sentido, os resultados dessa analise ndo serdo discutidos.
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Figura 18. Curva de producdo de compostos volateis obtida
pelo método de Rancimat durante o teste de estabilidade. A)
CLA ndo microencapsulado, B) CLA:M:PPC (1:1:3) ap6s 60 dias de
estocagem e C) CLA:PPC (1:4) ap6s 60 dias de estocagem.
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6 Conclusdo

- Os dois materiais utilizados (CPE e IPE) podem ser aplicados no
microencapsulamento de CLA, visto que todas as formulacdes testadas produziram
microparticulas com valores de retencdo de CLA acima de 90%;

- As microparticulas contendo CPE apresentaram maiores valores de EM que as
microparticulas contendo IPE. Indicando assim, que a interacdo do CLA com outros
componentes ndo protéicos presentes no CPE pode ser responsavel pelos maiores valores
encontrados. A adi¢do de carboidratos a ME influenciou positivamente a EM nos dois tipos de
microparticulas, no entanto a propor¢do nucleo:ME influenciou a EM, apenas, das
formulacBes contendo CPE. O tamanho médio das microparticulas produzidas variou de 5 a
11 um. A adicdo de carboidratos reduziu o tamanho médio das particulas nos dois tipos de
microparticulas, no entanto a relacdo nicleo:ME influenciou apenas o TP das microparticulas
contendo IPE. A adi¢do de CMC na matriz encapsulante promoveu uma reducdo no TP, mas
reduziu a homogeneidade entre as particulas. Todas as formulacGes testadas produziram
microparticulas de CLA com teores de umidade compativeis com produtos secos em spray-
drying.

- As microparticulas contendo CPE apresentaram melhores caracteristicas fisico-
quimicas, neste sentido a formulagdo CLA:M:CPE (1:1:3) foi escolhida para avaliar a
influéncia da adicdo de carboidratos na ME sobre outros pardmetros fisicos-quimicos e a
estabilidade oxidativa. Além disso, a formulacdo CLA:CPE (1:4) foi utilizada para fins de
comparacao, pois a mesma possui a mesma razdo nucleo:ME e, também, para avaliar o
desempenho do CPE quando aplicado isolado.

- As andlises termogravimétricas realizadas nas microparticulas escolhidas
demonstraram que o processo de microencapsulamento ndo alterou a estabilidade térmica do
CLA. A presenca de M na matriz encapsulante foi responsavel por um aumento na Tg,
solubilidade e dispersibilidade das microparticulas de CLA. Segundo a MEV, as
microparticulas produzidas apresentaram geometria esférica com invaginacdes. A morfologia
das mesmas também foi influenciada pela adigdo de M, visto que as microparticulas contendo
M apresentaram superficie com um menor grau de rugosidade, menor aglomeracdo e uma
menor variacdo de tamanho. Vale ressaltar que as duas microparticulas apresentaram
superficies integras, sem rachaduras ou poros.

- O teste de estabilidade realizado demonstrou que as duas formulagOes de

microparticulas foram capazes de manter o CLA estavel durante 60 dias a temperatura
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ambiente e a presenca de M na matriz encapsulante ndo influenciou os parametros analisados
(variacdo do perfil de isbmeros, concentracdo de CLA e produgdo de compostos volateis). No
entanto, a adicéo de carboidrato melhorou caracteristicas fisico-quimicas capazes de viabilizar
a insercao das microparticulas em diversos alimentos.

Os resultados aqui apresentados demonstram a possivel utilizacdo de um material de
parede emergente, o CPE, no microencapsulamento de CLA. As microparticulas produzidas
sdo versateis, podendo ser adicionada em diversas matrizes alimentares, inclusive em sistemas
alimentares aquosos. Essa caracteristica pode contribuir para o desenvolvimento de novos
produtos alimenticios enriquecidos/fortificados com CLA e dessa forma aumentar o consumo
do nutriente pela populagéo.

Por fim, A formulacdo CLA:M:CPE (1:1:3) apresentou resultados que lhe permitem
ser adicionada a qualquer matriz alimentar com maior facilidade, sendo assim mais
compativel com outros alimentos em pé secos em spray-drying. Além disso, do ponto de vista
econdmico essa formulacdo é menos onerosa, devido ao menor custo de produgdo da M

comparado ao CPE.

7 Sugestoes para trabalhos futuros

- Caracterizar a emulsao em relacdo a estabilidade, viscosidade e tamanho das gotas;

- Estudar a cinética de liberacdo in vitro das microcapsulas por meio de dissolutor;

- Avaliar a estabilidade oxidativa das microparticulas ap6s a inser¢do em um alimento;
- Avaliar sensorialmente a adicdo das microparticulas em um alimento;

- Realizar analise de colorimetria das microparticulas durante o armazenamento.
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CLA was microencapsulated by spray drying in ten varied wall systems (WS) consisting of pea protein
isolate or pea protein concentrate (PPC) alone at varied core:WS ratios (1:2; 1:3 and 1:4), or blended with
maltodextrin (M) and carboxymethylcellulose at a pea protein:carbohydrate ratio of 3:1. The physical-
chemical properties of the CLA microparticles were characterised by core retention, microencapsulation
efficiency (ME), particle size and moisture. CLA:M:PPC (1:1:3) showed the most promising results, thus
we evaluated the effect of M addition in the WS on other physical-chemical characteristics and oxidative
stability (CLA isomer profile, quantification of CLA and volatile compounds by SPME coupled with CG-MS)
during two months of storage at room temperature, CLA:PPC (1:4) was selected for comparisons.
CLA:M:PPC (1:1:3) microparticles demonstrated better morphology, solubility, dispersibility and higher
glass-transition temperature values. M addition did not influence the oxidative stability of CLA, however
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its presence improved physical-chemical characteristics necessary for food applications.

© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Conjugated linoleic acid (CLA) is formed by rumen bacterial
fermentation combined with mammalian A®-desaturation, and
therefore is found naturally in dairy products and beef. Much
interest has been drawn to CLA due to its anti-atherogenic, anti-
carcinogenic, anti-diabetic, immunomodulatory and anti-obesity
effects (Whigham, Watras, & Schoeller, 2007). CLA consumption
vary greatly according to populations habitual diet (15-1000 mg/
day), however, on average, it is lower than typical doses presenting
bioactivity (Nunes & Torres, 2010; Whigham et al., 2007). Direct
addition of free CLA aiming to supplement food products is limited
by CLA hydrophobic nature and oxidative instability. CLA is very
unstable in aqueous media leading to oxidative rancidity and
nutritional loss, decreasing products quality and shelf-life
(Garcia-Martinez, Marquez-Ruiz, Fontecha, & Gordon, 2009).
Therefore, effective food supplementation with CLA should guaran-
tee protection of these bioactive fatty acids and preserve foods
physical and chemical stability.

Microencapsulation is used to protect unstable molecules from
interaction with food components and the adjacent environment

* Corresponding author. Address: Av. Carlos Chagas Filho, 373, Centro de Ciéncias
da Saide, Bloco ] sub solo, Sala 08, CEP: 21941 090, Cidade Universitaria, Rio de
Janeiro, RJ, Brazil. Tel.: +55 21 3938 6697; fax: +55 21 2280 8343.

E-mail address: pierucci@nutricao.ufrj.br (A.P.T.R. Pierucci).
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0308-8146/© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.

during storage and food processing. Among microencapsulation
methods, spray drying is the most commonly used in the food
industry, because of its flexibility and low cost (Gharsallaoui,
Roudaut, Chambin, Voilley, & Saurel, 2007). Several wall systems
(WS) composed of proteins, gums and modified starches protected
microencapsulated edible oils. Moreover, the combination of
additional highly-soluble material can improve the functionalities
of the particles, such as encapsulation efficiency and water solubil-
ity (Choi, Ryu, Kwak, & Ko, 2010; Jimenez, Garcia, & Beristain,
2006; Kagami et al., 2003). Nevertheless, the search for new wall
materials that are biocompatible and sustainable is a promising
area (Gharsallaoui et al., 2007).

Legume seeds are attractive for use in food products, because
they are less allergenic than animal proteins and present interest-
ing functional properties, such as emulsification, solubility and film
formation (Rangel, Domont, Pedrosa, & Ferreira, 2003). Besides, the
use of vegetable proteins as wall materials have been preferred
than animal derived proteins as a reflection of the current “green”
trend in the food industry. Wall materials derived from plants are
emerging due to their more sustainable production and the recent
increased consumer concerns over their diets, safety of animal-
derived products and the animals’ breeding and slaughter
conditions (Nesterenko, Alric, Silvestre, & Durrieu, 2013). In the
case of pea proteins, the presence of high quality proteins also adds
nutritional value to the food additive (Tome, 2012). Previous works
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from our group showed that pea protein was an effective wall
material for microencapsulation of ascorbic acid and a-tocoferol
(Pereira et al., 2009; Pierucci, Andrade, Farina, Pedrosa, & Rocha-
Ledo, 2007). For the best of our knowledge, CLA microencapsula-
tion by spray drying and using pea protein as wall material was
not investigated. We aimed to produce CLA microparticles by
spray-drying using varied WS consisting of pea protein concentrate
(PPC) or pea protein isolate (PPI) as single constituents in different
core:WS ratios, or blended with maltodextrin (M) or carboxymeth-
ylcellulose (CMC), and to investigate the effects of the WS tested on
the physical-chemical properties of the powders and on the oxida-
tive stability of the encapsulated CLA stored at room temperature
for 2 months.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Microparticles were prepared with CLA (¢9,t11/t10,c12, 1:1,
w/w; Cognis, Brazil) as core and as wall materials: pea protein con-
centrate (PPC; Labonatus, Brazil), pea protein isolate (PPI), pro-
duced according to Rangel et al. (2003), maltodextrin (M; MOR
REX 1910; Corn Products, Brazil), and sodium-carboxymethylcellu-
lose (CMC) (Latinoquimica, Argentina). A commercial mixture of
fatty acid methyl esters (37-component FAME mix; Supelco, PA,
US) and a commercial standard (glyceryl triheptadecanoate;
Sigma-Aldrich, US) were used for qualitative and quantitative
analysis, respectively. Standards for the CLA isomers were a gener-
ous gift from Dr. Robert Adlof (Formerly of the US Department of
Agriculture, Peoria, IL, US). A commercial mixture of saturated
alcanes (C;-C3q saturated alkanes standard; Supelco, PA, US) was
used for identification of volatiles. All reagents used were of chro-
matographic grade (Tedia, Sdo Paulo, Brazil; Merck, US).

2.2. Production of CLA microparticles

Ten formulations of feed emulsions were prepared with differ-
ent core:WS ratios and with varied WS components (Table 1). Feed
emulsions were prepared with 8.6% total solids content and
150 mL final volume, except for the formulations containing
CMC, which had 3.7% total solids in 350 mL, because of high viscos-
ity. Emulsions were prepared by dissolving the wall materials (PPI
or PPC) in distilled water and homogenising with a magnetic stirrer
for 30 min. In parallel, M and CMC were dissolved in distilled water
for 30 min. CLA was emulsified by slowly dropping into the PPI/PPC
solution, under continuous stirring (13,500 rpm) with an
Ultra-Turrax (T25-IKA®; Labotechnik, US). After CLA dispersion,

Table 1

the carbohydrate solution was mixed with the emulsion in two
steps: (1) agitation (13,500 rpm/2 min) with Ultra-Turrax (T25-
IKA®; Labotechnik, USA) and; (2) Ultrasonic (DRH-UP 100H; Hiel-
scher Ultrasonics, Germany) agitation (90% amplitude/1 cycle/
2 min). The emulsions were fed immediately into a Mini Spray
Dryer Biichi 290 (Biichi Laboratoriums Technik Flawil, Switzer-
land), at an inlet and outlet air temperature of 184 + 3.0 °C and
88 + 1.5 °C, respectively, through a 0.3 mm nozzle, 6 mL min~! feed
rate, 6,900 mL min~' and 0.3 bar air flow, and 32.5 m® h~! aspira-
tion rate. Microparticles’ formulations were selected according to
basic microencapsulation performance, assessed through the fol-
lowing factors: moisture, CLA microencapsulation efficiency, CLA
retention, and particle size. Further investigations of microparticles
were conducted exclusively on selected formulations.

2.3. Characterisation of CLA microparticles

2.3.1. CLA retention

CLA methyl esters were produced by direct transesterification
of microparticles containing 7 mg of lipid as described by Lepage
and Roy (1986). The methylated CLA were quantified by gas chro-
matography coupled with flame ionisation detector (GC-FID) in a
GC-2010 chromatograph (Shimadzu, Japan) according to Nunes
and Torres (2010), with modifications. Briefly, the split ratio used
was 1:20 and the oven heating program was modified to optimise
separations. Column oven temperature was held at 200 °C for
10 min, temperature programmed at 1.5 °C/min to 210 °C and then
held for 25 min. A solution of glyceryl triheptadecanoate in hexane
(0.2 pg/uL) was used as internal standard for CLA quantification.
Before microparticles analyses, the non encapsulated CLA (raw
CLA) was analysed to confirm label information, and the composi-
tion of the raw material was 66.0% total CLA (31.6% c9,t11; 31.9%
t12,c10; 1% c,c; and 1,5% t,c) and 34% of other fatty acids: 16:0,
1.1%; 18:0, 4.9%; 18:1, 27.6%; 18:2n-6, 0.4% (Supplementary mate-
rial). As control, we analysed all the wall systems’ components
(PPI, PPC, CMC and M) and for calculation of CLA retention these
data was considered quantitatively. CLA retention was calculated
by the following equation and assuming that 66% of the core was
composed of CLA:

CLA microparticles(g per 100 g solids)
CLA emulsion(g per 100 g solids)

x 100

CLA retention (%) =

2.3.2. Microencapsulation efficiency (ME)
Total CLA content was determined by GC-FID as described in the
Section 2.3.1. Extractable CLA was determined according to

Formulations of the feed emulsions tested for the CLA microencapsulation by spray-drying.

Formulation (w/w) Solids® (%) Emulsion volume (mL)

Components quantity (g)

CLA PPI PPC CMC M
CLA:PPI (1:2) 8.6 150 44 8.6 — - -
CLA:PPC (1:2) 8.6 150 44 - 8.6 - -
CLA:PPI (1:3) 8.6 150 325 9.75 - - -
CLA:PPC (1:3) 8.6 150 325 - 9.75 - -
CLA:PPI (1:4) 8.6 150 26 104 - - -
CLA:PPC (1:4) 8.6 150 26 - 104 - -
CLA:M:PPI (1:1:3) 8.6 150 26 78 - - 26
CLA:M:PPC (1:1:3) 8.6 150 26 - 78 - 26
CLA:CMC:PPI (1:1:3) 3.7 350 26 78 - 26 -
CLA:CMC:PPC (1:1:3) 3.7 350 26 - 78 26 -

CLA: conjugated linoleic acid, PPI: pea protein isolate, PPC: pea protein concentrate, M: maltodextrin, CMC: carboxymethylcellulose and solids: total solids content in the feed

emulsion.
@ Total solids were 13 g in all formulations.
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(Sankarikutty, Sreekumar, Narayanan, and Mathew (1988), with
modifications (Kouassi et al., 2012). ME was calculated as follows:
_ Total CLA — Extractable CLA

ME (%) = Total CLA x 100

2.3.3. Particle size

Microparticles were dispersed in ultra-pure water (Mili-Q;
Millipore, US) and analysed in a particle size analyser (Mastersizer
2000-Malvern Instruments, England) by the scattering pattern of a
transverse laser light. Results were reported as D[0.5] and
scattering index (span), which are defined as maximum size
(um) of 50% analysed particles and the particles size range,
respectively.

2.3.4. Proximate composition of microparticles

Moisture was determined in all samples with a moisture bal-
ance (MA35-Sartorius; Germany), with 500 mg samples in a stand-
ardised protocol according to manufacturer’s instructions (105 °C
for 90 min) right after production. Protein, carbohydrate and lipid
contents were determined on selected CLA microparticles. Protein
and carbohydrate were assessed according to Lima, Lima, Tavares,
Costa, and Pierucci (2014). Lipid and fatty acid content were deter-
mined by gas chromatography, as described in Section 2.3.1.

2.3.5. Infrared absorption spectrometry (FTIR)

The selected CLA microparticles were submitted to infrared
absorption spectrophotometry in a Varian Excalibur 3100 FT-IR
spectrometer in transmittance mode with 20 scans and resolution
of 2 cm™!. Each sample was macerated and homogenised with KBr
to form pellets used to obtain the spectra. As control, each wall
material and the WS dried without CLA were analysed.

2.3.6. Thermogravimetric analysis (TGA)

A thermogravimetric analyser, from Perkin-Elmer Pyris 1, was
used to analyse the thermal stability of the selected CLA micropar-
ticles and their components. Samples (5.0 mg) were heated from
25 °C to 800 °C (10 °C/min) under nitrogen gas flow (30 mL/min).
As control, each component of the microparticles and the WS dried
without CLA were analysed.

2.3.7. Differential Scanning Calorimetry (DSC)

A Differential Scanning Calorimeter, from Perkin-Elmer, model
Diamond, was used to examine the glass-transition temperature
(Tg) of the selected CLA microparticles. Under a nitrogen gas flow
of 20 mL/min, samples (5.0 mg) were scanned at heating and cool-
ing steps. Two heating steps were used from 0 °C to 180 °C at a
heating rate of 20 °C/min. One cooling step was used from 180 °C
to 0 °C at 100 °C/min. Before and after each run the samples’ pans
were weighed and Tg was determined as the middle point of the
first jump in the DSC thermogram baseline. As control, each com-
ponent of the microparticles and the wall system dried without
CLA were analysed.

2.3.8. Solubility

The solubility in water of the selected CLA microparticles was
determined as described by Lai and Cheng (2004) with modifica-
tions. Briefly, 1.25 g of CLA microparticles (dry sample weight),
was reconstituted in 15 mL of distilled water by stirring with a
magnetic bar at 25 °C for 30 min. The emulsion was centrifuged
at 7577.7xg for 30 min; subsequently, a supernatant aliquot
(10 mL) was placed in a Petri dish and its weigh was measured
after drying at 105 °C for 5 h in an oven (dry supernatant). Solubil-
ity in water was calculated by the following equations:

Dry supernatant in 15 mL (g) = dry supernatant in 10 mL (g) x 1.5

Solubility (%) = (dry supernatant in 15 mL (g)/
dry sample weight (g)) x 100

2.3.9. Dispersibility

CLA microparticles samples (50 mg) were mixed with 25 mL of
PBS at pH 7.4 during 10 min at 500 rpm. Then 500 pL of the mix-
ture was diluted in 500 pL of PBS solution, stirred at 2200 rpm
for 3 min and placed in a cuvette to measure the absorbance at
440 nm wavelength using a spectrophotometer (UV-1800, Shimadzu,
Japan) for 20 min (Choi et al., 2010). The results were expressed as
the difference between initial absorbance and final absorbance
(A Abs).

2.3.10. Morphology

Surface morphology of selected CLA microparticles was carried
out by scanning electron microscopy (SEM). Samples of micropar-
ticles were directly deposited on carbon conductive tape on
aluminum SEM stubs, and coated with a thin gold layer, using a
gold-sputtering (Blazers Union, FL-9496). The samples were
analysed using a JEOL SEM 5310, operated at 20 kV.

2.4. Microparticles stability at room temperature

Right after production, the selected CLA microparticles formula-
tions were placed in plastic bags, sealed, covered with aluminum
foil for light protection and stored in desiccators at room temper-
ature (25 °C and below 20% relative humidity). Microparticles were
periodically analysed for up 2 months (0, 15, 30, 60 days). The
microparticles’ core stability was assessed by: (1) CLA isomer pro-
file, base-catalysed transesterification followed by GC-FID; (2) CLA
quantification, acid-catalysed transesterification followed by
GC-FID (Section 2.3.1); and (3) Volatile degradation products of
CLA, by SPME-GC-FID. In addition, water activity (Ay,) of the micro-
particles was assessed at day 0 and after 15 and 60 days.

2.4.1. CLA isomers profile and CLA quantification

For determination of CLA isomers profile, it is necessary to avoid
isomerization during analysis, and therefore CLA methyl esters
were produced by base-catalysed transesterification as described
by Kramer et al. (1997). The CLA from the microparticles was
extracted (Hara & Radin, 1978) and methylated, with modifications
proposed by Nunes and Torres (2010). After derivatization, CLA
methyl esters were analysed by GC-FID as described in
Section 2.3.1. Contents of CLA isomers were determined by peak
areas internal normalisation of the following groups of isomers:
cis,trans; trans,cis; cis,cis and trans,trans, and the results were
presented as g/100 g total CLA.

In contrast, for determination of CLA concentration in micropar-
ticles (g CLA/100 g of microparticles), direct acid-based methyla-
tion was used as described in Section 2.3.1. Direct derivatization
of samples was more appropriate for quantitative analysis, when
total CLA concentrations were to be determined.

2.4.2. Volatile degradation products of CLA by SPME-GC-FID

2.4.2.1. Quantification of volatile compounds. Volatile compounds
from CLA microparticles were extracted by solid phase
microextraction (SPME) wusing a divinylbenzene/carboxen/
polydimethylsiloxane (DVB/CAR/PDMS) fiber (Supelco, PA, USA)
(Larick & Parker, 2001). Extraction fiber was conditioned for
60 min in the GC injection port at 260 °C. An aliquot (1 g) of CLA
microparticles was weighed in a headspace vial and dissolved in
3.25 mL 3 M KCl with internal standard (4.4 pg/mL of isopropanol
in KCI solution). Vials were capped with a PTFE-lined septum and
placed in a glycerol bath (40°C) under magnetic agitation
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(30 min) until equilibrium. Septum was pierced and the fiber was
exposed to the sample headspace for 10 min at 40 °C.

Volatiles were analysed with a GC-2010 (Shimadzu, Japan) gas
chromatograph equipped with a FID detector, split/splitless injec-
tor and a fused silica column 5% phenil/95% methylpolysiloxane
(30 m x 0.32 mm ID, 3 um film thickness; 007-5, Quadrex, USA).
Volatile compounds were desorbed from the SPME fiber in the
injection port for 3 min, in splitless mode, and after 3 min sampling
time, split purge was open at 3.0 mL/min. The injection and detec-
tor temperatures were 260 °C and 280 °C, respectively. Helium was
used as the carrier gas and column pressure was set to attain a car-
rier speed of 25.0 cm/s. Column oven temperature was held at
30 °C for 10 min, temperature programmed at 3 °C/min to 200 °C
and held for 25 min. A C;-C3o mixture was run under the same
conditions to obtain linear retention index (LRI) values for the vol-
atile compounds (Viegas & Bassoli, 2007). Results were expressed
in pg volatile compound/g of microparticles and for comparisons
of production of volatile compounds during the stability test, the
area under the curve (volatile content (pg/g) vs. time (d)) was
calculated.

2.4.2.2. Identification of volatile compounds. Qualitative analysis
was performed by GC-MS on a GC-17A gas chromatograph coupled
to a QP5050A mass spectrometer (Shimadzu, Japan). Chromato-
graphic conditions used were similar to described in the
Section 2.4.2.1. The mass spectrometer was operated in electron
impact mode at 70 eV. The interface and ion source temperatures
were 260 °C. Analyses were performed in full scan acquisition
mode, in the mass range 29-500 m/z at 0.5 scan/s. Data were col-
lected by Lab Solutions GC-MS (Shimadzu, Japan). Compounds
were identified first by comparison of mass spectra with the
National Institute of Standards library and calculation of similarity
index by the instruments software (Lab Solutions GC-MS;
Shimadzu, Japan), and also by comparing LRI values with published
data of fatty acids’ volatile oxidation products.

2.4.3. Microparticles’ water activity (Ay)

Awater activity analyser (LabMaster-aw; Novasina, Switzerland)
was used to assess the microparticles A,,. Briefly, approximately 1 g
of sample was used and measurements were performed at 25 °C.
Results were recorded after samples did not present temperature
and Ay, variations during 10 and 1 min, respectively.

2.5. Statistical analysis

All statistical comparisons were based on triplicate results, and
all data is presented as mean and standard deviation. Comparisons
between means were made by t-test or one-way ANOVA with
Tukey’s post-test, whenever appropriate. Repeated measures
two-way ANOVA with Bonferroni’s post-test was used to investi-
gate time- and formulation-dependent differences in water activ-
ity, CLA isomer profile, CLA quantification and volatile products
during the stability test. Data were analysed with GraphPad Prism
v.5.0 (GraphPad software, Inc, US). Significance was established at
P <0.05.

3. Results
3.1. Encapsulation performance of the wall materials

3.1.1. CLA retention

In our laboratory, the use of the pea protein (isolated or concen-
trated) as wall material in the microencapsulation of ascorbic acid
and o-tocopherol has been evaluated (Pereira et al., 2009; Pierucci
et al., 2007). The higher core retention presented in these works

demonstrated the effectiveness of this material to protect sub-
stances during droplet formation and drying and when CLA was
used as core, the retention values were similar. All the formula-
tions showed CLA retention near 90% or higher (mean CLA
retention: 105 + 12.3%) and were satisfactory compared to other
works that microencapsulated CLA by spray-drying, or by inclusion
complex with amylose and different types of cyclodextrins
(Jimenez et al., 2006; Yang, Gu, & Zhang, 2009). Tan, Chan, and
Heng (2005) and Rosenberg, Kopelman, and Talmon (1990) showed
that high core:wall system ratios influence negatively the core
retention. Moreover, other researchers have demonstrated the
effect of the addition of polysaccharide in the WS on the core reten-
tion (Pierucci, Andrade, Baptista, Volpato, & Rocha-Ledo, 2006;
Pierucci et al., 2007; Rosenberg & Sheu, 1996). In this work the var-
ied WS and core:WS ratios did not influence the CLA retention.

3.1.2. Microencapsulation efficiency (ME)

The PPC microparticles showed higher ME values than PPI,
when these materials were used as single wall component. The
core:WS ratios influenced the ME of the PPC microparticles and
the carbohydrates addition improved this parameter in the two
types of microparticles. Choi et al. (2010) and Jimenez et al.
(2006) microencapsulated CLA with WS composed by whey pro-
teins and carbohydrates, they showed values of ME in the range
of 57-99%. In this study the higher values of ME were demon-
strated in the microparticles with CMC in their WS, 41.6 and
40.6% for CLA:CMC:PPI (1:1:3) and CLA:M:PPC (1:1:3), respectively
(Table 2).

It is noteworthy that this analysis can also induce an extraction
of encapsulated oil to some extent, depending on the porosity of
the matrix (Rosenberg & Sheu, 1996), thus resulting in a lower
ME then the actual. ME is commonly determined by extracting
unencapsulated oil (i.e. free oil) present on the surface of micropar-
ticles through washing powders with an organic solvent. The pres-
ence of free oil influences adversely the physical properties of
spray dried powders, such as flowability, dispersibility, solubility,
as well as the stability toward oxidation (Bae & Lee, 2008;
Drusch, Serfert, Scampicchio, Schmidt-Hansberg, & Schwarz, 2007).

Vicilin is the predominant protein and component of the two
microparticles in this study (Pereira et al., 2009) and proteins are
porous wall materials (Drusch et al., 2007; Rosenberg & Sheu,
1996). According to Rosenberg and Sheu (1996), the additions of
lactose in a proteinaceous wall system diminish the diffusion of
the solvent through the matrix. This phenomenon could be
explained by the formation of a dry crust and a continuous glass
phase in which the proteins are dispersed. The dextrose equivalent
(DE) and the molecular weight of the carbohydrate influenced
greatly the porosity of the matrix (Hogan, O'Riordan, &
O’Sullivan, 2003; Sheu & Rosenberg, 1998). Kagami et al. (2003)
microencapsulated fish oil in WS composed by a mixture of sodium
caseinate (NaCas) and maltodextrin with different DE (4, 11 and
18), and found that maltodextrins with higher DE increased the
oxidative stability and decreased the unencapsulated oil of
the microparticles. In addition the presence of carbohydrates in
the WS could also increase the hydrophilic nature of the WS, and
therefore diminished the interaction with the extraction solvent
(Rosenberg & Sheu, 1996). PPC is the concentrated form of vicilin,
thus this material also has lipids and carbohydrates in its compo-
sition. We suggested that the presence of this minor components
and their interaction with CLA, could explain the higher ME values
of the PPC microparticles.

The effect of varied core:WS ratios on ME has already been
investigated by Rosenberg et al. (1990) and Tan et al. (2005), they
showed that high core:WS ratios decreased ME. According to these
authors, the amount of WS is insufficient to encapsulate the core.
However Hogan, O'Riordan, and O’Sullivan (2003) did not find
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Table 2

Physical-chemical parameters (mean + SD) of microparticles containing CLA according to the core:wall system ratio and to wall material composition of the formulations.

Formulation (w/w) ME (%) PS Moisture (%)
D[0.5] (um) Span
PPI
CLA:PPI (1:2) N.D.A 8.96 +0.18" 1.98 + 0.0" 4.0+03M
CLA:PPI (1:3) N.D.A2 8.03 +0.15"° 2.16 +0.02%° 2.6+0.3M
CLA:PPI (1:4) N.D.A2 8.39£0.214° 243103 4.7 0.1
CLA:M:PPI (1:1:3) 7.4 +1.47° 6.66 +0.14° 2.31+0.03% 42+03"
CLA:CMC:PPI (1:1:3) 41.6 + 1.4°0* 5.08 + 0.06"* 18.22 + 3.18AM* 52+0.8"
PPC
CLA:PPC (1:2) 32.0+1.7% 9.22 +0.25% 2.13 +0.02% 29+04M
CLA:PPC (1:3) 35.5 £ 0.652 7.16 £0.47% 2.41+0.05%° 32+1.1M
CLA:PPC (1:4) 14.7 +1.3% 11.07 £ 0.595¢ 2.06 £0.04% 3.6+0.5M
CLA:M:PPC (1:1:3) 36.4 +0.0°" 9.71+0.8° 2.08 £0.02° 29+0.18
CLA:CMC:PPC (1:1:3) 40.6 + 2.0 8.12+0.35° 2.96 + 0.065* 3.6+08"

CLA: conjugated linoleic acid; PPI: pea protein isolate; PPC: pea protein concentrate; M: maltodextrin; CMC: carboxymethylcellulose; ME: microencapsulation efficiency; PS:
particle size; D[0.5]: particle median size; span: particle size scattering index. Different capital letters within the same column indicate significant differences (P < 0.05, T-test)
within the same formulation in different groups (PPI or PPC). Different lower case letters within the same column indicate significant differences (P < 0.05, ANOVA) between
the formulations in the same group (PPI or PPC). Superscript f indicates differences (P < 0.05, T-test) related to the addition of carbohydrates (M or CMC) in the formulations
CLA:PPI (1:4) or CLA:PPC (1:4). Superscript o represents significant difference between formulations containing carbohydrate (M or CMC) in the same group (PPI or PPC)

(P <0.05, T-test).

any relation with core:WS ratio and ME, when they microcapsulat-
ed menhaden oil with a WS composed by proteins and cabohy-
drates. In this study, the different core:WS ratios only influenced
the PPC formulations and the microparticle with the lower
core:WS value, CLA:PPC (1:4) (Table 2), showed the least ME value.
Therefore, the determination of an optimal ratio of core:WS is
necessary for high ME values.

3.1.3. Particle size (PS)

The PS analysis showed that the microparticles are in the micro-
scale, with median particles sizes between 5 and 11 um for
CLA:CMC:PPI (1:1:3) and CLA:PPC (1:4), respectively (Table 2). In
the PPI microparticles, CLA:PPI (1:2) showed the biggest particle
size, this result is in accordance with Tan et al. (2005), they have
demonstrated that the oil load influenced the PS. However the
PPC microparticles did not follow this trend. Pierucci et al. (2007)
showed that the addition of carbohydrate in the WS increased par-
ticle size. However, in this study we observed the opposite effect,
in the microparticles with the same core:WS ratio (1:4) (Table 2),
carbohydrates diminished the median particles size in the two
types of microparticles. The conflicting results could be associated
with physical-chemical characterises of the encapsulated
molecule.

Although the addition of CMC decreased the mean particle size,
the microparticles with this carbohydrate showed a bigger varia-
tion in particles sizes, indicated by the highest span 18,2 and 2,9
for CLA:CMC:PPI (1:1:3) and CLA:CMC:PPC (1:4), respectively
(Table 2). High viscosities interfere with the atomization process
and lead to the formation of elongated and large droplets that
adversely affect the drying rate (Rosenberg et al., 1990). We did
not analyse the viscosities of the feed emulsion, but we had to
dilute the formulations containing CMC to avoid atomization
obstruction and proper suction of the feed emulsion. Production
of particles with a narrow particle size distribution is important
for controlling the sustained released of the core and stability
(Walton & Mumford, 1999).

3.1.4. Moisture

Microparticles showed expected values of moisture according
with Reineccius (2004), ranging from 2.6% for CLA:PPI (1:3) to
5.2% for CLA:CMC:PPI (1:1:3) and can thus be considered to pos-
sess long-term stability against microbiological spoilage (Drusch
et al., 2007) (Table 2). Pierucci et al. (2006) showed a relation

between the amount of solids in the emulsion and the moisture
of the microparticles. Here all the feed emulsions had the same sol-
ids content, and we just found a statistical difference when
CLA:M:PPI (1:1:3) and CLA:M:PPC (1:1:3) were compared.

We selected the PPC microparticles for further investigations,
because they were more homogeneous regarding to their size
and showed higher ME values (Table 2). CLA:PPC (1:4) and
CLA:M:PPC (1:1:3) were the formulations chosen, as we aimed at
to evaluate the addition of carbohydrate in the WS on other phys-
ical-chemical parameters and the oxidative stability of the micro-
particles. M was the preferred carbohydrate, as the microparticles
containing CMC showed great variation in their particle size and
the drying process was longer, compromising future applications.
CLA:PPC (1:4) was elected because it had equivalent core:WS ratio,
moreover we also wanted to determine the effectiveness of PPC,
when used isolated in the WS and the influence of a smaller ME
in the oxidative stability of the microparticles. From this point,
all the results are related to the microparticles selected (CLA:PPC,
1:4; and CLA:M:PPC, 1:1:3), and the composition of formulations
will be suppressed for clarity.

3.2. Characterisation of the selected microparticles

3.2.1. Proximate composition

The microparticles presented protein content of 58.2 + 0.1% and
42.5 +0.1% for CLA:PPC and CLA:M:PPC, respectively. As expected,
CLA:M:PPC showed higher carbohydrate content (30.4 + 1.0% vs.
11.9+£0.5%), and the two types of microparticles demonstrated
similar lipids contents (CLA:PPC, 26.3+0.6%; CLA:M:PPC,
24.2 £ 1.0%). According to the fatty acid composition estimation,
cis,trans CLA (~33%) and trans,cis CLA (~34%) were the major fatty
acids in the particles, and presented a 1:1 mass ratio.

3.2.2. FTIR spectrometry

FTIR analysis (Fig. 1A) was used to evaluate if the drying process
could promote interactions between microparticles compounds.
When the FTIR spectra of M:PPC (1:3) dried by spray-drying was
compared with the compounds’ physical mixture, any absorption
peak appeared or disappeared. This same trend was observed
when the FTIR spectra of the selected CLA:M:PPC (1:1:3) and
CLA:PPC (1:4) were compared with the isolated wall materials
(M and PPC).
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Fig. 1. Physical-chemical characterisation of CLA microparticles: (A) FTIR spectra of CLA microparticles and the wall system components. 1. CLA:M:PPC (1:1:3), 2. CLA:PPC
(1:4), 3. M:PPC (dried in spray-drying), 4. M:PPC (physical mixing), 5.PPC and 6. M. (B) Thermogravimetric curves of all microcapsules components. 1. PPC, 2. M:PPC, 3.
CLA:PPC (1:4), 4. CLA:M:PPC (1:1:3), 5. M, 6. CLA. CLA: conjugated linoleic acid, PPC: pea protein concentrate, M: maltodextrin.

The presence of peaks corresponding to the hydroxyl
(~3200cm™!), carbonyl (~1640cm™') and conjugated double
bonds (~1530 cm ') indicate the presence of CLA in the micropar-
ticles. Yang et al. (2009) produced self-assembled CLA complex
with amylose and B-cyclodextrin, and found similar FTIR spectra.
We also found 2 peaks (~2920 cm ! and ~2850 cm ') correspond-
ing to C-H simple bonds that vibrate by stretch, that could be
related to the CLA in the microparticles (Fig. 1A).

Kosaraju, D’ath, and Lawrence (2006) observed interactions
between olive leaf polyphenolic compounds with a chitosan matrix
microencapsulated by spray-drying. In contrast, our results sup-
ports that the microencapsulation by spray-drying is a physical
process, which did not change the chemical structure of the core
substance.

3.2.3. Thermal stability

Differences in thermal stability among the microparticles and
their components were examined by thermogravimetric analysis
(Fig. 1B). All the substances, except CLA, showed an initial weight
loss at temperatures under 100 °C, which is caused by sample
dehydration. The initial weight loss of CLA:M:PPC and CLA:PPC
microparticles were very similar to the moisture content assessed
by the moisture balance. In addition, the absence of this initial
weight loss in the CLA sample confirmed that this material was
anhydrous (Table 2). Wall materials had similar degradation rates
and degradation temperatures (M: 186.3+1.8°C and PPC:
158.5 £ 0.2 °C), thus the mixture of M with PPC did not increase
the thermal stability of the WS. CLA:M:PPC and CLA:PPC micropar-
ticles showed lower degradation temperatures (P < 0.05),
131.0£0.6°C and 133.9+04°C, respectively, than CLA
(145.5 £ 0.5 °C), suggesting that the microencapsulation process
did not increase CLA thermal stability. The microparticles showed
two stages of weight loss; the first stage corresponding to CLA
degradation, and the second to WS degradation, as previously
shown (Yang et al., 2009).

3.2.4. Differential Scanning Calorimetry (DSC)

The addition of M in the WS increased the Tg value of the CLA
microparticles (CLA:M:PPC vs. CLA:PPC), however there were no
differences when the wall materials were compared (PPC vs.
M:PPC), suggesting that the differences observed could be related
to the presence of CLA (Table 3). In the present work, we could
not determine the CLA Tg. The addition of high molecular weight
carbohydrates tended to increase Tg values of spray-dried fruit
juices (Yousefi, Emam-Djomeh, & Mousavi, 2011).

Table 3
Glass-transition temperature (Tg), solubility and dispersibility of the microparticles
and their components (mean * SD).

Samples Tg (°C) * Solubility Dispersibility
(%" (A Abs, x1073)?

Microparticles

CLA:PPC (1:4) 414 +1.0a 224+0.1° 38.8+2.3°%

CLA:M:PPC (1:1:3) 67.8+2.2° 38.5+1.8" 7.1+0.8"

Materials

CLA ND NA NA

PPC 741 +2.1° 22.4+0.1° NA

M 156.3 £1.9° 86.3+0.7¢ NA

M:PPC 76.6 £5.4° NA NA

CLA: conjugated linoleic acid, PPC: pea protein concentrate, M: maltodextrin, ND:
not detected and NA: not analysed.

A Different letters mean significant difference in the same column (P<0.05,
ANOVA).

B Different letters mean significant difference in the same column (P < 0.05,
T-test).

Spray-drying products should be kept under their Tg to main-
tain quality during storage. At temperatures above Tg, an amor-
phous solid exists in a “rubbery” state in which the molecular
mobility of the wall system is higher and the reactions are acceler-
ated, resulting in physical-chemical changes and nutritional losses
(Bhandari & Howes, 1999; Reineccius, 2004).

The microparticles produced showed satisfactory values of Tg
compared to previous works (Kouassi et al., 2012; Yousefi et al.,
2011). From the economical point of view, microparticles with high
Tg are more appealing, because they are stable at ambient temper-
ature, not requiring refrigeration during storage. However these
results must be interpreted carefully, because other factors during
storage, such as relative humidity, tend to influence core stability.
In addition, even at temperatures below the Tg some reactions
might occur at low rates, such as non-enzymatic browning, and
some small molecules such as oxygen and water might diffuse
through the glassy matrix (Andersen, Risbo, Andersen, &
Skibsted, 2000; Bell & Hageman, 1994).

3.2.5. Solubility

Rangel et al. (2003) have demonstrated the high solubility of
vicilin, the major component of PPC, in a wide range of pH values.
However the solubilities of PPC and the microparticles (CLA:PPC,
1:4; and CLA:M:PPC, 1:1:3) (Table 3) were lower compared to pre-
vious data (>75%) of microencapsulated CLA in whey proteins (iso-
late or concentrate), M and Maillard reaction products (Choi et al.,
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2010). Maltodextrin showed the highest solubility and addition of
this carbohydrate in the WS improved microparticles solubility
(Table 3). This high molecular weight carbohydrate is one of the
most used wall materials in spray-drying processes because of its
physical properties, such as high solubility and high Tg (Yousefi
et al,, 2011).

3.2.6. Dispersibility

Dispersibility is primarily influenced by particle size, density
and the WS used (Reineccius, 2004). The small values of Aaps
observed for the microparticles indicate good dispersibility
(Table 3). When the particles settle down rapidly, high values of
Anaps are found, and vice versa.

In the present work we only evaluated the influence of the WS,
because the two formulations had similar particle size (Table 2).
CLA:M:PPC presented higher dispersibility than CLA:PPC, possibly
because of addition of a soluble carbohydrate (M). According to
Choi et al. (2010) the interactions protein-water and sugar-water
are responsible for differences in microparticles’ dispersibility.
The results of dispersibility and solubility in the present work are
consistent, and taken together suggest that the CLA microparticles
produce stable emulsions when dispersed in water.

3.2.7. Morphology

Scanning electron micrograph (SEM) images showed that all
microparticles presented spherical geometry but differed in sur-
face topography. CLA:PPC was characterised by intense invagin-
ations and roughness (Fig. 2A and B). In contrast, CLA:M:PPC
surface topography was less rough, and did not present agglomer-
ation problems (Fig. 2C and D). These results are in contrast with
Pierucci et al. (2007), that showed maltodextrin combined with
pea protein as WS did not affect particle surface morphology.

30 ym
Quanta

Microstructure of spray-dried microcapsules is affected by wall
composition and properties, core-to-wall ratio, drying parameters,
and storage conditions (Jimenez et al., 2006; Sheu & Rosenberg,
1998). Invaginations formation has been attributed to effects of
drying rate, viscoelastic properties of the wall matrix and uneven
shrinkage at early stages of drying (Sheu & Rosenberg, 1998). Addi-
tionally, protein-to-sugar ratio in the WS affected morphology of
spray-dried CLA microparticles (Choi et al., 2010). Protein content
in microparticles was negatively associated with surface invagin-
ations, and therefore formulations with higher protein contents
presented less invaginations (Choi et al., 2010). Another factor
explored by Choi et al. (2010) was protein extract purity, especially
concerning carbohydrates, because lactose seemed to stimulate
invaginations’ formation. Accordingly, the protein concentrate
used in the present work presented carbohydrates.

Invaginations adversely affect powder floatability, reconstitu-
tion properties and core material stability (Rosenberg & Sheu,
1996). Microparticles with rough and/or invaginated surfaces pres-
ent accelerated release of encapsulated material due to a greater
surface area (Walton & Mumford, 1999). In the present work, we
did not observe cracks and open pores in CLA:PPC and CLA:M:PPC
microparticles, which according to Sheu and Rosenberg (1998)
might result in appropriate encapsulating ability of the core
material.

3.3. Stability test

3.3.1. CLA isomer profile

CLA biological effects are isomer-specific (Whigham et al,
2007), thus the production of microparticles that could keep initial
CLA isomer profile during storage is a relevant issue. Microencap-
sulated CLA isomer profile remained fairly stable during storage

——— 10 pm ——

Quanta

Fig. 2. Structure of the microparticles produced. CLA:PPC, bar:, 30 pm and 10 um for A and B, respectively. CLA:M:PPC, bar: 30 um and 10 um for C and D, respectively.
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*Significantly different from day 0 (P < 0.05; repeated measures two-way-ANOVA).

at room temperature for 2 months (Fig. 3A and B). Slight changes of
the two minor groups of CLA isomers (cis,cis and trans,trans) were
observed in the two microparticles. In the CLA:PPC cis,cis isomers
decreased from zero to 15days, and stabilized thereafter. In
contrast, trans,trans isomers distribution was stable during the first
30days, and decreased thereafter. Concerning CLA:M:PPC
microparticles, cis,cis isomers decreased from zero to 15 days,
stabilized from 15 to 30 days, and increased back to initial values
at the end of the study. However, trans,trans isomers remained
constant during the stability test.

These results are in accordance with other studies that showed
a decrease of the minor CLA isomers during thermal processing and
storage (Giua, Blasi, Simonetti, & Cossignani, 2012; Rodriguez-
Alcala & Fontecha, 2007). We also evaluated the influence of the
drying process on the CLA profile of the microparticles (data not

shown). Although high temperatures (150-220 °C) are used for
microparticles production by spray-drying, CLA isomer profile
was not influenced. Inside the drying chamber, drying takes place
almost instantaneously and an intense evaporation takes place at
the surface of each droplet. Consequently to the high evaporation
rate, droplet remains at moderate temperatures (50-80 °C) until
dry state is reached (Gharsallaoui et al., 2007).

3.3.2. CLA quantification

To avoid misleading interpretations that could be caused by CLA
isomer profile estimated by internal normalisation, we also evalu-
ated CLA concentration in the microparticles during the stability
test (Fig. 3C). CLA contents did not vary between CLA:PPC and
CLA:M:PPC microparticles, and were stable in both powders during
storage for 60days (Fig. 3C). Furthermore, water activity
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(Aw, 25 °C) of the microparticles was determined during storage to
assess if powders were absorbing or losing water. Water activity of
CLA:M:PPC powder was stable between zero and 60 days of stor-
age (0.322 £0.007). In contrast, the CLA:PPC microparticles pre-
sented a slight increase in Ay, (25 °C) during storage for 60 days
(day 0: 0.203 +0.001 A,, vs. day 60: 0.306 +0.003 A,,; Fig. 3E).
Although moisture was not determined during storage and sorp-
tion isotherms of the microparticles were not determined in the
present work, based on samples’ A,, variation during storage and
on published sorption isotherms of powders with similar composi-
tion (Hardy, Scher, & Banon, 2002) it might be inferred that mois-
ture variation was only slight and lead to a weight variation in the
range of 2-3%, which is negligible to microcapsules composition
during the stability test. Therefore, results of CLA quantification
(Fig. 3C) were in accordance with stability of CLA isomer profile
(Fig. 3A and B) and were consistent with the efficacy of the two
wall systems for CLA protection.

3.3.3. Volatile oxidation products

Although five volatile compounds were identified in the micro-
particles (hexanal, 2-heptanone, heptanal, 2,2-dimethyl-decane
and decane), these were also present in similar amounts in the wall
material, with the exception of heptanal. The occurrence of these
volatile compounds in the wall material was probably due to the
presence of residual pea lipids, which were probably oxidised.
Therefore, only heptanal was considered as a marker of CLA oxida-
tion during storage. Heptanal was previously found as oxidation
product in CLA-rich oil, and not in control (safflower oil), indicating
that it might be a useful specific marker of CLA oxidation progress
(Garcia-Martinez et al., 2009). In the present study, heptanal con-
centrations increased up to 30days and stabilized thereafter
(Fig. 3D). After 60 days of storage, heptanal contents in the two
types of microparticles (CLA:M:PPC, 31.7+2.4; CLA:PPC,
35.1 +4.5) were smaller than the concentration of this volatile in
a CLA-rich oil after ten days at 60 °C demonstrated by Garcia-
Martinez et al. (2009). These results are consistent with CLA stabil-
ity (Fig. 3A-C) and indicate only minor changes in CLA by oxidation.

In order to evaluate the influence of microparticles WS compo-
sition in oxidative stability, AUC was calculated and reflect total
production of heptanal by CLA oxidation (Fig. 3D). Heptanal
increased up to 30 days and stabilized thereafter to the end of
the study and this behaviour was similar between microparticles,
and also total volatiles produced (CLA:M:PPC, 1412.7 +49.7 vs.
CLA:PPC, 1442.3 +94.5) were not significantly different (P> 0.05)
(Fig. 3D). Although we did not find influence of WS on total volatile
production, Jimenez et al. (2006) showed that aldehyde accumula-
tion was associated with WS composition of microencapsulated
CLA. In this study microparticles solely with whey protein showed
the lowest aldehyde accumulation and the best microstructure
(spherically-shaped, smooth-surface and free of visible cracks
and pores) (Jimenez et al., 2006). However, in other studies with
WS comprising only protein(s) presented high oxygen permeabil-
ity that could be reduced by addition of carbohydrates (Bae &
Lee, 2008; Kagami et al., 2003). This may be partly due to the
hydrophobic nature of oxygen gas and therefore, the presence of
hydrophilic components, such as carbohydrates, could reduce wall
matrix permeability to oxygen (Bae & Lee, 2008).

In contrast, oxygen diffusion across the wall greatly depends on
dried WS porosity and integrity (Jimenez et al., 2006), and accord-
ing to the morphological analysis in the present study the two
types of microparticles produced had a surface topography devoid
of open pores and cracks. CLA:PPC microparticles presented surface
topography with more invaginations and roughness than
CLA:M:PPC microparticles. According to Walton and Mumford
(1999) these characteristics could increase core release, because
of larger surface area and consequently higher interaction with

medium. However, the two formulations showed effective core
protection, despite of surface roughness and variation in solubility,
demonstrating that in this case microparticles’ morphology did not
influence core stability. Possibly, microparticles’ surface topogra-
phy in this case is related to the material properties of pea protein
preparations, as previously shown (Pierucci et al., 2007).

4. Conclusion

PPC microparticles showed higher microencapsulation
efficiency values and more homogeneous particles. In this sense,
we selected the CLA:M:PPC (1:1:3) formulation for further charac-
terisations and stability testing, CLA:PPC (1:4) was also used for
comparisons. Carbohydrate addition to the WS improved morpho-
logical properties, such as surface topography, dispersibility, solu-
bility, and increased microparticles Tg values. Microencapsulation
in the two WS was able to keep CLA stable at room temperature for
60 days, as both CLA:PPC and CLA:M:PPC microparticles showed
similar and satisfactory results in stability tests. Although carbohy-
drate addition did not affect core stability in the proportion tested,
M improved WS characteristics, such as morphological properties,
dispersibility, solubility and Tg, that could favour food applica-
tions. This work was the first in which a highly hydrophobic mol-
ecule, CLA, was microencapsulated with pea proteins as the WS
major component. Besides, the results here presented contribute
to confirm the versatility of wall systems composed by more than
one material and to increase the application range of pea protein, a
natural, low cost, sustainable and hypoallergenic wall material.
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