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Resumo 
 

CRIZEL-CARDOZO, Michele Maciel. Proteínas associadas a polissacarídeos 
como materiais de parede na encapsulação de óleo de palma. 2017. 102f. Tese 
(Doutorado) – Programa de Pós-Graduação em Ciência e Tecnologia de Alimentos, 
Departamento de Ciência e Tecnologia Agroindustrial, Universidade Federal de 
Pelotas, Pelotas, 2017. 
 
 
O óleo de palma, um dos óleos vegetais mais consumidos no mundo, possui como 
característica principal o elevado conteúdo em carotenoides, o qual apresenta 
atividade antioxidante. No entanto, estes compostos são suscetíveis a degradação 
quando expostos ao oxigênio, luz e calor. Como alternativa para aumentar a 
estabilidade desses compostos, pode ser empregada a técnica de 
microencapsulação, pela qual pode-se possibilitar a aplicação de carotenoides em 
matrizes alimentares, promovendo a liberação controlada destes compostos no meio 
desejado. Nesse contexto, objetivou-se microencapsular o óleo de palma, pelo 
método de emulsão-liofilização, utilizando como materiais de parede proteínas de 
origem animal e vegetal, associadas com polissacarídeos e avaliar o perfil de 
liberação dos carotenoides em fluido gastrointestinal simulado após aplicação em 
pudim de formulação convencional e instantânea, assim como, avaliar a estabilidade 
dos carotenoides encapsulados, durante armazenamento na presença e ausência de 
luz, e a diferentes temperaturas. No primeiro estudo, foram utilizadas albumina sérica 
bovina, gelatina, proteína de arroz, proteína de ervilha e proteína isolada de soja, 
associadas a quitosana. A eficiência de encapsulação foi superior para as 
micropartículas de proteína de ervilha/quitosana e proteína isolada de soja/quitosana. 
O perfil de liberação dos carotenoides foi dependente da composição do material de 
parede, assim como da matriz alimentar, sendo que as micropartículas de albumina 
sérica bovina/quitosana e de proteína de arroz/quitosana, aplicadas ao pudim 
convencional, apresentaram perfil de liberação controlado e adequado nas condições, 
gástrica ou intestinal, simuladas. No pudim instantâneo, não foi obtido perfil de 
liberação adequado com qualquer das micropartículas testadas. No segundo estudo, 
foram avaliados como materiais de parede para encapsulação do óleo de palma, 
albumina sérica bovina, gelatina, ovoalbumina, proteína de ervilha e proteína isolada 
de soja, associadas com inulina. Assim como no primeiro estudo, a maior eficiência 
de encapsulação foi obtida para as micropartículas de proteína de ervilha/inulina e 
proteína isolada de soja/inulina, sendo que essas últimas propiciaram maior 
estabilidade aos carotenoides quando armazenadas por 42 dias, tanto na presença 
quanto na ausência de luz, assim como nas temperaturas de 4,0 ºC e 24 ºC. 
Entretanto, a 60,0 ºC todas as micropartículas, independente do material de parede, 
apresentaram baixa capacidade de retenção dos carotenoides. Em ambos estudos, a 
encapsulação dos carotenoides foi confirmada pelos termogramas de calorimetria 
diferencial de varredura (DSC), e todas as micropartículas apresentaram formato 
irregular, com superfície lisa e sem porosidades. 
 
 
Palavras-chave: carotenoides; emulsão-liofilização; liberação controlada; 
estabilidade. 
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Abstract 
 
CRIZEL-CARDOZO, Michele Maciel. Proteins associated with polysaccharides as 
wall materials in the encapsulation of palm oil. 2017. 102f. Thesis (doctorate 
degree in Food Science and Technology) - Programa de Pós-Graduação em Ciência 
e Tecnologia de Alimentos, Departamento de Ciência e Tecnologia Agroindustrial, 
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2017. 
 
 
Palm oil, one of the most consumed vegetable oils in the world, shows as its main 
characteristic the high content of carotenoids wich ones present antioxidant activity. 
However, these compounds are susceptible to degradation when exposed to oxygen, 
light and heat. As an alternative to increase the stability of these compounds, the 
microencapsulation technique can be used, by which it is possible to apply carotenoids 
in food matrices, promoting the controlled release of these compounds in the desired 
medium. In this context, the objective was to microencapsulate palm oil by the 
emulsion-freeze-drying method, using as wall materials animal and vegetable proteins, 
associated with polysaccharides, as well as to evaluate the release profile of 
carotenoids in simulated gastrointestinal fluid after application in pudding of 
conventional and instant formulation, as well as evaluating the stability of the 
encapsulated carotenoids during storage in the presence and absence of light and at 
different temperatures. In the first study, bovine serum albumin, gelatin, rice protein, 
pea protein and isolated soy protein, all associated with chitosan were used. The 
encapsulation efficiency was higher for the pea protein/chitosan and isolated soy 
protein/chitosan microparticles. The release profile of the carotenoids was dependent 
on the composition of the wall material, as well as the food matrix, and the 
microparticles of bovine serum albumin/chitosan and rice protein/chitosan, applied to 
the conventional pudding, showed a controlled release profile in simulated gastric or 
intestinal conditions. In the instantaneous pudding, no suitable release profile was 
obtained with any of the microparticles tested. In the second study, it was evaluated 
as wall materials for the encapsulation of palm oil, bovine serum albumin, gelatin, 
ovalbumin, pea protein and isolated soy protein, all associated with inulin. As in the 
first study, the higher efficiency of encapsulation was obtained for the microparticles of 
pea protein/inulina and isolated soy protein/inulin, and the latter provided greater 
stability to carotenoids when stored for 42 days, both in the presence and in the 
absence of light, as well as in the temperatures of 4,0 °C and 24,0 °C. However, at 
60,0 ºC all microparticles, regardless of the wall material, presented low carotenoid 
retention capacity. In both studies, carotenoid encapsulation was confirmed by 
differential scanning calorimetry (DSC) thermograms, and all microparticles presented 
irregular shape, smooth surface and no porosity. 
 
 
Keywords: carotenoids; emulsion-freeze-drying; controlled release; stability. 
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1 Introdução 
 

O dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.), espécie tropical originária da parte 

oeste e central da África, é pertencente à família das Arecaceae e produz um dos 

óleos mais consumidos no mundo, o óleo de palma. O Brasil é responsável por 0,5% 

da produção mundial desse óleo, sendo o estado do Pará o maior produtor, com mais 

de 90,0% da produção nacional (ALVES et al., 2011). Uma das principais 

características do óleo de palma é seu elevado conteúdo em carotenoides (NG et al., 

2012; MBA; DUMONT; NGADI, 2015), os quais apresentam propriedades 

antioxidantes, e assim são capazes de proteger as células contra radicais livres e 

espécies reativas de oxigênio. No entanto, devido à sua estrutura altamente 

insaturada, apresentam elevada instabilidade mediante luz, calor e oxigênio 

(KOTIKOVA et al., 2016; PETITO et al., 2016).  

A microencapsulação é uma estratégia para aumentar a estabilidade dos 

carotenoides, através da utilização de materiais de parede que isolam o núcleo 

bioativo e protegem de condições adversas, e além disso, promovem liberação 

controlada do composto durante a digestão (ALVIM; GROSSO, 2010). Numerosas 

técnicas são utilizadas para microencapsular substâncias bioativas, sendo que a 

emulsificação é uma tecnologia importante na microencapsulação de compostos 

lipofílicos, a qual é aplicada associada à um método de secagem, como a liofilização 

(BACRY et al., 2016; BURGOS-DÍAZ et al., 2016). A metodologia de emulsão-

liofilização consiste na formação de uma emulsão óleo/água através da utilização de 

um dispositivo mecânico de homogeneização, seguida pela secagem à vácuo do 

material previamente congelado (MCCLEMENTS et al., 2009). 

O material de parede utilizado na microencapsulação determina a eficiência do 

processo de encapsulação, a estabilidade das micropartículas, o grau de proteção do 

composto encapsulado (BACRY et al., 2016) e a liberação do núcleo ativo no local e 

tempo desejados a uma taxa específica (GONÇALVES; ESTEVINHO; ROCHA, 2016). 

Entre os materiais de parede utilizados na microencapsulação tem-se as proteínas e 

polissacarídeos (NESTERENKO et al., 2013; LIU et al., 2015; DEVI et al., 2017; XU 

et al., 2016). As proteínas, tanto de origem animal, como vegetal, mostram-se 

excelentes emulsionantes devido ao seu caráter anfifílico, sendo amplamente 

utilizadas na microencapsulação de substâncias bioativas, entretanto, as emulsões 

são altamente sensíveis, afetando a estabilidade do composto encapsulado (GUZEI; 
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MCCLEMENTS, 2006; YIN et al., 2012), sendo assim, a combinação com 

polissacarídeos torna-se uma estratégia para estabilizar as emulsões através de 

interações com a camada de proteína (BURGOS-DÍAZ et al., 2016). Entre os 

polissacarídeos utilizados com esta finalidade, tem-se a quitosana, um 

aminopolissacarídeo catiônico que vem se destacando como um excelente agente 

encapsulante, por proteger e liberar as substâncias ativas de forma adequada (AN-

CHEOL; YOUN-HO, 2009). E mais recentemente, estudos têm demonstrado, que a 

inulina, um carboidrato prebiótico, também possui um grande potencial para 

microencapsulação de compostos bioativos (BOTREL et al., 2014; FERNANDES et 

al., 2014; ROBERT et al., 2015; SILVA et al., 2016). 

Dentro desse contexto, objetivou-se microencapsular o óleo de palma, através 

do método de emulsão-liofilização, utilizando como materiais de parede albumina 

sérica bovina, gelatina, proteína de arroz, proteína de ervilha e proteína isolada de 

soja, associadas à quitosana, a fim de caracterizar essas micropartículas e avaliar seu 

perfil de liberação em condições gastrointestinais simuladas, após sua aplicação em 

pudim de formulação convencional e instantânea, assim como, avaliar o potencial de 

microencapsulação do óleo de palma, por emulsão-liofilização, com albumina sérica 

bovina, gelatina, ovoalbumina, proteína de ervilha e proteína isolada de soja, 

associadas à inulina, através de sua caraterização e estudo da estabilidade durante 

armazenamento dos carotenoides encapsulados, frente a presença e ausência de 

luminosidade, e a temperatura de 4,0 ºC, 24,0 ºC e 60,0 ºC. 

 
 
1.1 Hipóteses 

 
É possível microencapsular óleo de palma utilizando como materiais de parede 

albumina sérica bovina, gelatina, proteína de arroz, proteína de ervilha e proteína 

isolada de soja, associadas com quitosana, pelo método de emulsão-liofilização. 

É possível microencapsular óleo de palma utilizando como materiais de parede 

albumina sérica bovina, gelatina, ovoalbumina, proteína de ervilha e proteína isolada 

de soja, associadas com inulina, pelo método de emulsão-liofilização. 

 As micropartículas de proteínas e quitosana propiciam a liberação controlada, 

em fluido gastrointestinal simulado, dos carotenoides presentes no óleo de palma 

após a aplicação em matrizes alimentares. 
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 As micropartículas de proteínas e inulina, são capazes de preservar os 

carotenoides do óleo de palma, por um período de 42 dias em presença e ausência 

de luminosidade e quando expostas a diferentes temperaturas de armazenamento. 

 

 

1.2 Objetivos 
 
 
1.2.1 Objetivo geral 
 

Microencapsular óleo de palma utilizando diferentes materiais de parede e 

avaliar o perfil de liberação dos carotenoides em fluido gastrointestinal simulado após 

aplicação a matrizes alimentares, assim como, avaliar a estabilidade dos carotenoides 

encapsulados, durante armazenamento na presença e ausência de luz, e a diferentes 

temperaturas. 

 
 
1.2.2 Objetivos específicos 
 

Microencapsular óleo de palma, pelo método de emulsão-liofilização, utilizando 

como materiais de parede albumina sérica bovina, gelatina, proteína de arroz, proteína 

de ervilha e proteína isolada de soja, associadas com quitosana. 

Microencapsular óleo de palma, pelo método de emulsão-liofilização, utilizando 

como materiais de parede albumina sérica bovina, gelatina, ovoalbumina, proteína de 

ervilha e proteína isolada de soja, associadas com inulina. 

Caracterizar as micropartículas quanto à morfologia, eficiência de 

encapsulação e comportamento térmico. 

Aplicar as micropartículas de proteínas e quitosana, em pudim de formulação 

convencional e instantânea, para avaliar o perfil de liberação dos carotenoides 

presentes no óleo de palma, em fluido gastrointestinal simulado. 

Avaliar a estabilidade dos carotenoides microencapsulados com proteínas e 

inulina, na presença e ausência de luminosidade e a 4,0 ºC, 24,0 ºC e 60,0 ºC por um 

período de 42 dias. 
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2 Revisão da literatura 
 
 
2.1 Óleo de palma 
 

A palma ou dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.), uma monocotiledônea, 

pertencente à família Arecaceae (SHEIL et al., 2009; CURVELO et al., 2011), é uma 

espécie perene tropical de origem africana que expressa melhor seu potencial de 

produção sob alta temperatura, radiação solar, precipitação e umidade relativa do ar 

(CORLEY; TINKER, 2009). Seus frutos apresentam formato ovoide, medem de 2,0 a 

5,0 cm de comprimento e possuem elevado conteúdo de lipídeos, sendo cerca de 

73,0% no mesocarpo, de onde é extraído o óleo de palma ou azeite de dendê, e 32,0% 

nas amêndoas, de onde se obtém o óleo de palmiste (Figura 1) (BORGES; 

COLLICCHIO; CAMPOS, 2016). 

 

 Amêndoa 

   Mesocarpo 

 

Figura 1 – Frutos do dendezeiro Elaeis guineensis Jacq. 
Fonte: ALVES, 2014. 

 
 

Entre as espécies oleaginosas cultivadas, o dendezeiro é a planta que 

apresenta a maior produtividade de óleo por área cultivada, produzindo, em média, 10 

vezes mais óleo do que a soja. Em condições ecológicas favoráveis, chega a produzir 

8 toneladas de óleo por hectare/ano (MORAIS et al., 2016). Sendo assim, a 

palmicultura possui importância mundial, por ser de grande destaque em diversos 

setores como na indústria alimentícia, farmacêutica, metalúrgica e química (BORGES; 

COLLICCHIO; CAMPOS, 2016) e por apresentar características peculiares e 

nutricionais, o óleo de palma se sobressai aos demais óleos vegetais no mercado 

internacional (CARVALHO et al., 2001). De acordo com o USDA (2016), o óleo de 

palma é o mais consumido mundialmente, representando em torno de 33,0% do 
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consumo de óleos vegetais. Com produção mundial estimada em 64,50 milhões de 

toneladas na safra 2016/2017, o dendezeiro se consolida com a maior produção de 

óleo no mundo, superando a produção de óleo de soja, que está estimada para 

2016/2017 em 53,70 milhões de toneladas (UNITED STATES, 2016). 

Os maiores produtores de palma são a Indonésia e a Malásia, que contribuem 

com cerca de 85,0% da produção global de óleo dessa cultura. No Brasil, o início da 

exploração industrial da palmicultura ocorreu na Bahia, a partir do século XVII, e se 

expandiu para a região Norte do Brasil, onde apresentou ótima adaptação, devido às 

condições edafoclimáticas favoráveis (FURLAN JÚNIOR et al., 2004). Atualmente, é 

produzida no Amazonas, Amapá, Bahia e em grandes áreas no estado do Pará, 

especificamente, na região nordeste do Estado, onde existem agroindústrias de 

processamento e grandes áreas plantadas para suprir a demanda agroindustrial de 

produção de óleo (RAMALHO FILHO; MOTTA, 2010), sendo esta região responsável 

por mais de 90,0% da produção nacional (REBELLO; COSTA, 2012). 

O processo de extração do óleo de palma é realizado por prensagem mecânica, 

sem a utilização de solventes. Após a extração, pode ser utilizado como óleo de mesa, 

desde que apresente acidez de no máximo 2,0% de acordo com o estabelecido pela 

Anvisa (2005), podendo também ser refinado e fracionado, servindo assim de matéria-

prima na produção de outros produtos na indústria alimentícia e química. O 

fracionamento é realizado por um processo de cristalização, devido à diferença no 

ponto de fusão dos triglicerídeos, levando a uma separação de frações com diferentes 

pesos moleculares. A fase líquida oriunda do fracionamento, comumente denominada 

de oleína, contém níveis elevados de ácidos graxos insaturados, sendo 43,0-49,0% 

de ácido oleico e 10,0-15,0% de ácido linoleico; esta fase é caracterizada por seu 

baixo ponto de fusão. A fase sólida contém altos conteúdos em ácidos graxos 

saturados, com teor de ácido palmítico entre 47,0-74,0%, denominada estearina, 

apresentando assim, ponto de fusão mais elevado. Na indústria alimentícia, essas 

frações em proporções adequadas para cada aplicação podem ser utilizadas na 

fabricação de gorduras para fritura, panificação, biscoitos e sorvetes (TRUJILLO-

QUIJANO, 1999; GUNSTONE; LIN). 

O óleo de palma apresenta importantes propriedades nutricionais, que 

proporcionam benefícios à saúde, em função da sua composição em ácidos graxos, 

sendo os principais os ácidos palmítico e oleico e também pela presença de 

componentes minoritários como carotenoides, tocoferois e tocotrienois (O'BRIEN, 
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2010). Esses últimos são compostos responsáveis pela estabilidade e pela qualidade 

do óleo, que também atuam como antioxidantes biológicos (WU; NG, 2007). A 

característica peculiar do óleo de palma é seu elevado conteúdo de carotenoides (500-

700 ppm) em relação a outros óleos, o que confere a este óleo coloração amarelo-

alaranjada, sendo que 33,0% são α-caroteno, 65,0% β-caroteno e 2,0% de outros 

carotenoides como γ-caroteno e licopeno (GUNSTONE; LIN, 2011; NG et al., 2012; 

MBA; DUMONT; NGADI, 2015). 

 

2.2 Carotenoides 

Os carotenoides são pigmentos lipossolúveis naturais, encontrados no 

cloroplasto de plantas e outros organismos fotossintéticos, que promovem a coloração 

de tons amarelos aos vermelhos em plantas e frutas. Sua composição nos alimentos 

pode variar dependendo das práticas de produção, manipulação pós-colheita, 

processamento e armazenamento. Esses compostos são tetraterpenoides 

constituídos por 40 carbonos, formados por unidades de isopreno, e derivados da rota 

metabólica de produção de terpenos e esterois pela via do mevalonato. Dividem-se 

em dois grupos, os carotenos, constituídos por hidrocarbonetos, e as xantofilas, que 

apresentam substituintes com oxigênio (Figura 2) (RODRIGUEZ-AMAYA, 1999; 

SCHOEFS, 2002; QUIRÓS; COSTA, 2006; GONG, BASSI, 2016).  
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Figura 2 – Estrutura química de alguns carotenos e xantofilas 
Fonte: Adaptado de Oliver; Palou, 2000. 

 
 
 

Os carotenoides podem atuar como antioxidantes naturais, protegendo as 

células contra espécies reativas de oxigênio e radicais livres, devido ao sistema de 

duplas ligações conjugadas presente em sua estrutura, as quais influenciam suas 

propriedades químicas, bioquímicas e físicas (QUIRÓS; COSTA, 2006; JOMOVA; 

VALKO, 2013; LIMON et al., 2015). Por serem altamente insaturados, são facilmente 

propensos à oxidação, bem como à isomerização, o que os converte da sua forma 

trans, configuração habitual e mais estável na natureza, para o isômero cis. Essa 

reação é promovida pela ação de ácidos, luz e altas temperaturas, resultando na 

alteração da cor e perda da atividade provitamina A de alguns carotenoides 

(RODRIGUEZ-AMAYA, 2006). 

Foram identificados mais de 700 carotenoides provenientes naturalmente de 

plantas, animais, fungos e micro-organismos e cerca de 50 apresentam a capacidade 

de formar vitamina A (retinol) pela ação da enzima caroteno dioxigenase (LINTIG; 

VOGT; 2000; HURST, 2008). Os carotenoides provitamínicos contém no mínimo um 

anel β-ionona em sua estrutura, sendo convertidos em retinol. Esses incluem o β-

caroteno, α-caroteno, γ-caroteno, β-criptoxantina e α-criptoxantina (SAINI et al., 2015). 

O β-caroteno possui grande importância por ser abundante em plantas e frutas, sendo 

o carotenoide majoritário presente na dieta humana. Esse carotenoide é o principal 

Licopeno 

β-caroteno  

Zeaxantina 

Criptoxantina 

Luteína 
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precursor da vitamina A, sendo o único com potencial para produzir duas moléculas 

de retinol (Figura 3) (GUL et al., 2015; MELÉNDEZ-MARTÍNEZ; VICARIO; HEREDIA, 

2004; SAINI et al., 2015). 

 

 
 

Figura 3 – Atividade provitamina A do β-caroteno 
Fonte: Adaptado de Pacheco, 2009. 

 
 
2.3 Microencapsulação 
 

A microencapsulação é uma técnica na qual partículas sólidas, líquidas ou 

gasosas, denominadas de núcleo, são envolvidas por um revestimento, referido como 

material de parede, formando, em conjunto, uma micropartícula. A técnica é utilizada 

para promover maior estabilidade a compostos sensíveis, como os compostos 

bioativos, assim como, mascarar e preservar sabor/odor, permitindo a liberação dos 

compostos, de forma controlada no local desejado (NESTERENKO et al., 2013; 

DORDEVIC et al., 2015). Vários fatores devem ser considerados na 

microencapsulação, como o método de encapsulação utilizado, tipo de material de 

parede, a aplicação das micropartículas e os mecanismos de liberação (JYOTHI, 

SEETHADEVI, 2012; UMER et al., 2011). 

A seleção do método de microencapsulação é complexa e depende, 

principalmente, das propriedades físicas e químicas do núcleo e dos materiais de 

revestimento, assim como da aplicação pretendida em matrizes alimentares e seu 

perfil de liberação controlado (VOS et al., 2010; POSHADRI, KUNA, 2010). A 

qualidade das micropartículas produzidas por um determinado método de 

encapsulação e pelo uso de condições específicas, é avaliada de acordo com a 

retenção e a estabilidade do material encapsulado e com sua liberação, que deve 

http://www-sciencedirect-com.ez66.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S092422441530131X#bib21
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ocorrer apenas no local desejado. Dessa forma, pretende-se diminuir a perda do 

composto bioativo durante o processamento e armazenamento, além de otimizar sua 

absorção (GONÇALVES, ESTEVINHO, ROCHA, 2016). Algumas técnicas de 

microencapsulação utilizadas incluem a coacervação, a emulsificação, o revestimento 

em leito fluidizado, a liofilização, a complexação de inclusão, lipossomas e a secagem 

por pulverização (ZUIDAM, SHIMONI, 2010). 

 
 
2.3.1 Emulsão-Liofilização 

A tecnologia de emulsificação é geralmente aplicada para a encapsulação de 

bioativos lipofílicos em soluções aquosas, em associação com a liofilização ou a 

atomização (FANG; BHANDARI, 2010; MAO et al., 2013). Essa técnica consiste na 

homogeneização de óleo, água, em conjunto com um emulsionante, utilizando um 

dispositivo mecânico de alto cisalhamento. A emulsão O/A consiste no óleo disperso 

num meio aquoso, estando as gotículas de óleo rodeadas por uma fina camada 

interfacial constituída por moléculas emulsionantes. As vantagens desse sistema são 

a relativa facilidade de preparo e baixo custo, mas apresentam as desvantagens da 

instabilidade física, quando expostas ao aquecimento, arrefecimento, congelamento, 

secagem, pH extremos e altas concentrações de minerais, além de possibilitar uma 

liberação controlada limitada (MCCLEMENTS et al., 2009). 

A liofilização ou freeze-drying, é um método físico utilizado para a 

microencapsulação de compostos ativos, sendo uma técnica favorável para manter a 

estabilidade das micropartículas devido à baixa temperatura e quantidades restritas 

de oxigênio, utilizados no processo, conferindo assim, uma proteção adicional contra 

a degradação. O processo consiste na secagem do material previamente congelado, 

em que o solvente é removido por sublimação, sem a passagem pela fase líquida 

(DESAI, PARK, 2005; BORCHANI et al., 2011; POLAK, PITOMBO, 2011).  

 
 
2.3.2 Materiais de parede 

A definição do método de encapsulação e dos materiais de parede a serem 

utilizados são interdependentes. As propriedades físicas e químicas das 

micropartículas são determinadas pelo material de parede selecionado que deve ser 

capaz de formar uma película coesiva com o material do núcleo; proporcionar 

propriedades de revestimento específicas, como estabilidade, resistência, 
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flexibilidade; ser inerte aos compostos ativos e permitir a liberação controlada sob 

condições específicas (VENKATESAN; MANAVALAN; VALLIAPPAN, 2009; UMER et 

al., 2011; AGNIHOTRI et al., 2012, JYOTHI; SEETHADEVI, 2012; GONÇALVES; 

ESTEVINHO; ROCHA, 2016). 

Os materiais de parede mais utilizados na indústria de alimentos incluem os 

carboidratos (amido, maltodextrina, quitosana, dextrano, amido modificado, 

ciclodextrinas), celulose (carboximetilcelulose, metilcelulose, etilcelulose), gomas 

(goma arábica, ágar, carragena), lipídeos (cera, parafina, cera de abelhas, óleos, 

gorduras) e proteínas (caseína, gelatina, albumina, peptídeos, proteína do soro de 

leite, proteína isolada de soja) (DESAI; PARK, 2005; FANG; BHANDARI, 2012). 

Geralmente, materiais de parede com diferentes propriedades químicas são utilizados 

em combinação para superar as limitações de quando são utilizados individualmente 

(NESTERENKO et al., 2013; AGUIAR; ESTEVINHO, 2016). Serão discutidos 

brevemente, os materiais de parede utilizados no presente estudo. 

 
 
2.3.2.1 Proteínas 

As proteínas derivadas de animais e de vegetais são amplamente utilizadas 

para encapsulação de substâncias ativas. Esses polímeros naturais anfifílicos 

apresentam várias vantagens, como biocompatibilidade, biodegradabilidade e 

propriedades como solubilidade em água, emulsificação e capacidade de formação 

de espuma. Por interagirem com moléculas com propriedades diferentes, as proteínas 

são capazes de formar uma grande diversidade de nano e micropartículas, formadas 

através de diversas interações entre proteínas ou de proteínas com outros 

componentes (CROGUENNEC; TAVARES; BOUHALLAB, 2016). As proteínas 

vegetais são consideradas menos alérgicas que as proteínas animais. No entanto, a 

utilização das proteínas animais na indústria alimentícia ainda se sobressai às 

vegetais (NESTERENKO et al., 2013). 

As proteínas são biopolímeros formados por até 20 diferentes tipos de L-α-

aminoácidos ligados covalentemente em uma cadeia peptídica. Os aminoácidos que 

formam a estrutura proteica são caracterizados pela existência de um átomo de 

carbono central ao qual estão ligados um átomo de hidrogênio, um grupo amina (NH2), 

um grupo carboxila (COOH) e um radical. A formação da ligação peptídica, ocorre 
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entre o grupo carboxila de um aminoácido e o grupamento amino de outro, com 

consequente liberação de água (Figura 4). 

 

 

      

 

Figura 4 – Ligação peptídica que forma as proteínas. 
Fonte: SCAPIN, 2005. 
 
 

O que diferencia um aminoácido de outro são suas cadeias laterais (radical), 

ligadas ao carbono central, as quais variam em estrutura, tamanho, carga elétrica e 

solubilidade em água. Os aminoácidos são classificados como essenciais ou não 

essenciais, sendo os essenciais obtidos a partir de alimentos, tais como carnes e aves, 

enquanto os não essenciais são sintetizados naturalmente pelo organismo (DEVI et 

al., 2016) (Figura 5). 
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 Figura 5 – Aminoácidos que compõem as proteínas. 
 Fonte: SCAPIN, 2005. 
 
 

A elaboração das micropartículas é influenciada pela composição da proteína, 

que depende da fonte a partir da qual a proteína é derivada. Como as proteínas são 

compostas por frações de pesos moleculares diferentes, qualquer variação nessas 

frações pode influenciar nas características das micropartículas, devido às 

propriedades dos grupos funcionais na superfície da proteína. Essas modificações 

podem alterar propriedades importantes nas micropartículas resultantes, tais como 

biodisponibilidade, biocompatibilidade e estabilidade. Dessa forma, é necessário o 

conhecimento prévio dos aminoácidos que compõe a estrutura das proteínas 

utilizadas na microencapsulação, para prever as características das micropartículas 

(TARHINI; GREIGE-GERGES; ELAISSARI, 2017). 
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2.3.2.1.1 Albumina sérica bovina 

A albumina sérica bovina (BSA) é uma proteína globular amplamente utilizada 

nos sistemas alimentares. A molécula de BSA é composta de uma única cadeia 

polipeptídica com uma massa molecular de 66,5 kDa, formada por 583 aminoácidos, 

sendo constituída majoritariamente por lisina, leucina e ácido glutâmico (KRUIF; 

WEINBRECK; VRIES, 2004; XU et al., 2011; RU et al., 2012; KIM; SHIN, 2015). Essa 

proteína vem demonstrando bons resultados na encapsulação de compostos ativos, 

sendo utilizada em combinação com polissacarídeos (LIU et al., 2015), principalmente 

quando utilizada com pectina (BUROVA et al., 1999; RU et al., 2012; LI, ZHAO, 

HUANG, 2014). 

 
 

2.3.2.1.2 Gelatina 

A gelatina é um polipeptídio de elevado peso molecular, que é derivado da 

hidrólise parcial do colágeno animal, contido em ossos e peles, principalmente de 

suínos e bovinos. É uma proteína de fácil digestão, contendo a maioria dos 

aminoácidos essenciais, com exceção do triptofano. Dependendo do método de 

hidrólise do colágeno, são obtidos dois tipos de gelatina, sendo as do tipo A obtidas 

por tratamento ácido e as do tipo B obtidas por tratamento alcalino (SAHOO et al., 

2015). Devido às suas propriedades de biocompatibilidade e biodegradabilidade, é 

frequentemente utilizada em conjunto com outros polímeros para a encapsulação de 

diferentes compostos bioativos (KANG; DAI; KIM, 2012; YANG et al., 2015; DEVI et 

al., 2016). 

 
 

2.3.2.1.3 Ovoalbumina 

A ovoalbumina, principal proteína da clara do ovo, possui peso molecular de 

45,5 kDa, constituída por 385 aminoácidos, dos quais metade são hidrofóbicos e um 

terço são carregados negativamente. Sua temperatura de desnaturação fica em torno 

de 84,5 °C (SPONTON et al., 2015a; CROGUENNEC; TAVARES; BOUHALLAB, 

2016; VISENTINI et al., 2017). A ovoalbumina tem sido amplamente estudada, devido 

à sua funcionalidade, e propriedades emulsionante e estabilizante de espuma (NIU et 

al., 2017). No entanto, não há muitos estudos sobre sua aplicação como material de 

parede para encapsulação de compostos bioativos (SPONTON et al., 2015b). 
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2.3.2.1.4 Proteína de arroz 

O arroz está entre as culturas cerealistas mais importantes do mundo, sendo 

considerado como o alimento básico para mais da metade da população mundial. No 

farelo de arroz tem-se de 12,0 a 20,0% de proteínas, enquanto que no grão o 

percentual é ligeiramente menor, variando de 6,0 a 15,0%. Sua composição em 

aminoácidos é semelhante à da caseína e da proteína isolada de soja e possui 

temperatura de desnaturação em torno de 83,0 ºC (CHANDI; SOGI, 2007). Essas 

proteínas têm grande relevância, por conterem aminoácidos essenciais, e por serem 

hipoalergênicas e hipocolesterolêmicas. Além disso, se associam bem aos 

polissacarídeos, apresentando características favoráveis para utilização como 

material de parede na microencapsulação (FABIAN; HUYNH; JU, 2010; 

NESTERENKO et al., 2013).  

 
 
2.3.2.1.5 Proteína de ervilha 

Existe um interesse crescente na utilização das proteínas de ervilha (Pisum 

sativum L.) por ser uma alternativa à utilização de proteína isolada de soja, que tem 

uma vantagem dominante no mercado. As proteínas de ervilha apresentam em sua 

composição um perfil de aminoácidos bem equilibrado (SHAO; TANG, 2016), estando 

presentes aminoácidos essenciais como leucina, isoleucina, fenilalanina e valina 

(LETERME; MONMART; BAUDART, 1990). Na microencapsulação são, geralmente, 

associadas com polissacarídeos ou utilizadas individualmente (LIU et al., 2009; 

SHAO; TANG, 2016; XU et al., 2016). 

 
 

2.3.2.1.6 Proteína isolada de soja 

Os grãos de soja contêm uma fração importante (35,0 – 40,0%) de proteínas. 

As proteínas de soja isoladas e purificadas possuem interessantes atributos físico-

químicos e funcionais diferenciados, em particular, propriedades formadoras de gel, 

emulsionantes e surfactantes. O uso de proteína isolada de soja na 

microencapsulação vem sendo aplicado em vários estudos, sendo geralmente 

utilizada como um material de revestimento individual, mas também em combinação 

com polissacarídeos (MENDANHA et al., 2009; XIAO; YU, YANG, 2011; HUANG et 

al., 2012; NESTERENKO et al., 2013). 

 



26 
 

2.3.2.2 Polissacarídeos 

Os polissacarídeos, constituem a maior parte dos carboidratos encontrados na 

natureza. Esses compostos são formados por longas cadeias de monossacarídeos 

unidas por ligações glicosídicas, as quais ocorrem entre um grupo hidroxila de um 

monossacarídeo e o carbono anomérico de outro (Figura 6). Podem possuir cadeias 

lineares ou ramificadas, assim como diferentes funções e propriedades biológicas, 

diferenciando-se em relação as unidades de monossacarídeos, grupos reativos, grau 

de ramificação, tipos e configurações das ligações, além do tamanho da cadeia 

(NELSON; COX, 2009).  

 
 

 

 
Figura 6 – Representação esquemática da formação de um dissacarídeo. 
Fonte: Adaptado de Luna, 2016. 

 
 
 

Os polissacarídeos são amplamente encontrados em várias fontes, podendo 

ser oriundos de algas, plantas, microrganismos e animais, ou produzidos por 

modificação química ou enzimática de grupos reativos presentes nas cadeias 

moleculares de polissacarídeos já existentes (ZONG et al., 2012). Entre os 

polissacarídeos utilizados em associação com proteínas, na microencapsulação, tem-

se a quitosana (AN-CHEOL; YOUN-HO, 2009; HUANG et al., 2012; CHANG et al., 

2016), a goma arábica (LIU et al., 2009; PIACENTINI et al., 2013), a pectina 

(MENDANHA et al., 2009) e mais recentemente, a inulina (FERNANDES et al., 2014; 

ROBERT et al., 2015). 
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2.3.2.2.1 Quitosana 

A quitosana é um aminopolissacarídeo catiônico, derivado da desacetilação da 

quitina, que constitui a maior parte dos exoesqueletos dos insetos, crustáceos e 

parede celular de fungos. É um polímero natural abundante, de baixo custo, 

antimicrobiano, biodegradável, atóxico e biocompatível; composto por resíduos de N-

acetil-D-glucosamina e D-glucosamina ligados entre si por ligações glicosídicas β (1 

→ 4) (Figura 7). É solúvel em soluções ácidas diluídas e sua solubilidade está 

relacionada com a protonação dos grupos amino (-NH2) presentes lateralmente na 

cadeia polimérica. Muitos tipos de quitosana com diferentes propriedades funcionais 

podem ser preparados por modificação, a partir de fosforilação e carboximetilação, 

para melhorar sua solubilidade em meio aquoso (DEVI et al., 2016). 

 
 

 
Figura 7 – Estrutura química da quitosana 
Fonte: VOS et al., 2010. 

 
 
A quitosana tem se destacado como um excelente agente encapsulante em 

combinação com outros polímeros, demonstrando alta eficiência das micropartículas 

em adsorver, proteger e liberar compostos ativos, beneficiando assim, diversos 

segmentos como o farmacêutico, alimentar, agroindustrial, químico, biomédico e de 

cosméticos (AN-CHEOL; YOUN-HO, 2009; HUANG et al., 2012).  

 
 
2.3.2.2.2 Inulina 

A inulina, um polissacarídeo de armazenamento natural de plantas, pertence 

ao grupo de frutanos e ocorre em muitos membros da família Asteraceae, como o 

yacon, a chicória e a alcachofra. É um polímero constituído por unidades de D-frutose 

ligadas em β (2→1), de peso molecular variável, a qual está ligada a uma molécula 

de glicose (Figura 8).  
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Figura 8 – Estrutura química da inulina 
Fonte: VOS et al., 2010. 

 
 

Suas ligações glicosídicas a tornam indigerível pelo organismo humano, 

apresentando ação de fibra dietética, sendo degradada apenas por certas bactérias 

do cólon, como as bifidobactérias. Devido a sua ação prebiótica tem se observado o 

interesse pelo uso da inulina como material para encapsulação de compostos 

bioativos susceptíveis a alteração/degradação ao longo do sistema digestivo humano, 

devido a liberação ocorrer apenas no intestino, onde os compostos serão absorvidos 

(BARCLAY et al., 2010; BEIRÃO-DA-COSTA et al., 2013). 

A inulina é utilizada na agroindústria para produção de alimentos com baixo 

teor de gordura e como ingrediente funcional nas indústrias farmacêuticas (VAN et al., 

2005). Na microencapsulação, a inulina já foi aplicada, individualmente, para 

encapsular compostos fenólicos (SAÉNZ et al., 2009) e óleo essencial de orégano 

(BEIRÃO-DA-COSTA et al., 2013), ambos utilizando spray drying; assim como a 

aplicação concomitante com outros polímeros como alginato (CUJIC et al., 2016), 

proteína isolada de soja (ROBERT et al., 2015), pectina (KRIVOROTOVA et al., 2016) 

e maltodextrina (LACERDA et al, 2016).  

No entanto, o uso da inulina como material de parede para a encapsulação de 

substâncias bioativas ainda é pouco explorado. Por apresentar muitos benefícios para 

a saúde, ser de baixo custo e por promover liberação adequada dos compostos 

bioativos, a inulina possui grande potencial para aplicação na microencapsulação, 
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podendo ser utilizada em praticamente todas as técnicas de encapsulação (BARCLAY 

et al., 2010; VOS et al., 2010). 

 
 
2.3.3 Aplicação em matrizes alimentares 

O passo final de um processo de microencapsulação bem-sucedido, é a 

incorporação direta das partículas em produtos alimentares. A adição de 

micropartículas aos alimentos tem um efeito potencialmente positivo sobre a saúde, 

além da nutrição básica, resultando em um produto alimentar funcional. O processo 

de fortificação, incorporação ou adição de compostos bioativos pode afetar a 

composição, as propriedades físico-químicas e sensoriais do alimento original. 

Portanto, para obter alimentos com um apelo sensorial aceitável, deve-se evitar 

interações com componentes da matriz alimentar e possivelmente superar problemas 

durante o processo de fabricação e de trânsito gastrointestinal (AUGUSTIN; 

SANGUANSRI, 2014). 

O conhecimento prévio das condições de processamento que as 

micropartículas podem ser expostas, como por exemplo, congelamento, 

arrefecimento, aquecimento, mistura, corte, desidratação, permite uma melhor 

formulação, visto que é possível definir as propriedades das micropartículas para 

evitar a degradação ou liberação precoce durante o processamento, facilitando a 

identificação do estágio mais adequado para sua adição sem a necessidade de 

qualquer alteração no processo (SHI, 2015). 

Várias matrizes alimentares já foram adicionadas de micropartículas, com 

diferentes propósitos, como por exemplo, para melhorar propriedades antioxidantes 

em sorvete (ÇAM; IÇEYR; ERDOGAN, 2014) e em queijo (RASCHIDINEJAD et al., 

2014); aumentar a estabilidade de compostos bioativos durante o cozimento de 

biscoitos (DAVIDOV-PARDO et al., 2012), bolo (ROCHA et al., 2012) e pão (RUTZ et 

al., 2016); fortificar produtos lácteos (JIMENEZ; GARCIA; BERISTAIN, 2008; ROMAN; 

BURRI; SINGH, 2012); enriquecer com células probióticas, suco de cenoura 

(PETRESKA-IVANOVSKA et al., 2014) e produtos de confeitaria (MALMO; STORIA; 

MAURIELLO, 2013) e aumentar a estabilidade de bactérias ácido lácticas aplicadas a 

produtos cárneos cozidos (PÉREZ-CHABELA et al., 2013). 
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2.3.4 Liberação controlada 

A liberação controlada é uma das principais vantagens da microencapsulação, 

permitindo um efeito direcionado e também prolongado. A microencapsulação pode 

ser utilizada com o objetivo de retardar a liberação de compostos até o momento certo, 

no lugar desejado, ou para controlar a taxa de liberação. Vários fatores podem 

desencadear a liberação, porém, tipicamente, os principais sistemas envolvidos na 

liberação do núcleo podem ser causados por difusão, degradação, solvente, pH, 

temperatura e pressão (AZEREDO, 2005; DUBEY et al., 2009). 

Em geral, o que determina o perfil de liberação são o tipo de micropartículas, 

sua geometria e as interações parede/núcleo (ZUIDAM; SHIMONI, 2010). A previsão 

dos perfis de liberação continua sendo um desafio nos sistemas biológicos, seja em 

alimentos ou no trato gastrointestinal. Os perfis de liberação controlada normalmente 

são investigados in vitro utilizando métodos de quantificação para medir a 

concentração de compostos liberados sob condições gastrointestinais simuladas 

(AGUIAR; ESTEVINHO; SANTOS, 2016). 

 
 
2.3.5 Estabilidade das micropartículas 

As técnicas de microencapsulação têm sido amplamente utilizadas pela 

indústria para proteger os compostos bioativos sensíveis à altas temperaturas, 

luminosidade e umidade, por proporcionar proteção a estrutura dos compostos, 

aumentando sua estabilidade e consequentemente sua viabilidade para aplicação em 

matrizes alimentares (CAVALCANTI; SANTOS; MEIRELES, 2011). A escolha dos 

polímeros utilizados como material de parede, determina fortemente a estabilidade 

das micropartículas e o grau de proteção do seu núcleo ativo, o que tem incentivado 

a indústria alimentícia a buscar materiais de parede eficazes para preservar os 

compostos instáveis por períodos mais longos (MOSER et al., 2017). 

Para avaliar a estabilidade dos compostos bioativos microencapsulados muitos 

estudos têm testado diferentes condições de armazenamento das micropartículas, 

como variações na umidade, presença e ausência de luminosidade e em temperaturas 

entre 4 ºC e 60 ºC, por períodos que variam de 44 a 150 dias, onde as micropartículas 

são analisadas em diferentes períodos, dependendo do composto bioativo 

encapsulado e do material de parede utilizado (SAENZ et al., 2009; ZHENG et al., 
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2010; NORI et al., 2011; SANSONE et al., 2011; COSTA et al., 2015; ROBERT et al., 

2015; GOMEZ-ESTACA et al., 2016; JAIN et al., 2016; MOSER et al., 2017).  
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3 Capítulo 1 – Proteínas e quitosana como agentes encapsulantes de óleo de 
palma para aplicação em matrizes alimentares 
 
 
Resumo 
 
O óleo de palma apresenta elevado conteúdo de carotenoides, compostos 
antioxidantes, os quais apresentam estrutura altamente insaturada, que os torna 
instáveis na presença de luz, calor e oxigênio. Sendo assim, objetivou-se promover 
maior estabilidade aos carotenoides presentes no óleo de palma, através da 
microencapsulação pelo método de emulsão-liofilização, utilizando como materiais de 
parede albumina sérica bovina, gelatina, proteína de arroz, proteína de ervilha e 
proteína isolada de soja, associadas com a quitosana. Além disso, objetivou-se 
caracterizar as micropartículas quanto à eficiência de encapsulação, à morfologia e 
ao comportamento térmico e aplicar essas micropartículas em pudim convencional 
(com aquecimento/agitação leve) e pudim instantâneo (sem aquecimento/agitação 
vigorosa), para avaliar o perfil de liberação dos carotenoides em condições que 
simulam o trato gastrointestinal. Observou-se que a eficiência de encapsulação foi 
dependente do material de parede utilizado. As micropartículas apresentaram formato 
irregular, superfície lisa, sem porosidades e independente do material de parede 
utilizado, a encapsulação foi confirmada pelos termogramas de DSC. As 
micropartículas de albumina sérica bovina/quitosana e de proteína de arroz/quitosana, 
aplicadas ao pudim convencional apresentaram perfil de liberação controlado tanto 
nas condições gástrica quanto na intestinal, entretanto, no pudim instantâneo, não foi 
obtido perfil de liberação adequado com qualquer das micropartículas. 
 
 
Palavras chave: microencapsulação; emulsão-liofilização; carotenoides; liberação 
controlada.  
 
 
3.1 Introdução 

O óleo de palma é extraído do fruto da palmeira Elaeis guineensis Jacqui, a 

qual pertence à família das Arecaceae. Devido às suas vantagens econômicas como 

alta produtividade e baixo custo de produção, esse óleo está na primeira posição em 

termos de produção e consumo mundial (USDA, 2016). Em função da presença de 

componentes minoritários como carotenoides, tocoferois e tocotrienois (O'BRIEN, 

2010), o óleo de palma apresenta importantes propriedades químicas, que 

proporcionam benefícios à saúde. Além de atuarem como antioxidantes biológicos, 

esses compostos também são responsáveis pela estabilidade e pela qualidade do 

óleo de palma (WU; NG, 2007). 

O óleo de palma é uma fonte natural com elevada concentração de 

carotenoides, contendo em torno de 500-700 ppm, dentre os quais 33,0% são α-

caroteno, 65,0% β-caroteno e 2,0% de outros carotenoides como γ-caroteno e 
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licopeno (NG et al., 2012; MBA; DUMONT; NGADI, 2015). Os carotenoides são 

pigmentos lipossolúveis, que desempenham um importante papel na fotossíntese de 

plantas. Os seres humanos são incapazes de sintetizá-los, sendo necessária sua 

ingestão através da dieta. Nesse grupo de compostos, além de estarem os 

precursores da vitamina A, estão presentes substâncias com atividade antioxidante, 

que protegem as células contra espécies reativas de oxigênio e radicais livres. 

Entretanto, esses compostos são facilmente degradados devido à estrutura altamente 

insaturada, especialmente na presença de luz, calor e oxigênio (JOMOVA; VALKO, 

2013; LIMON et al., 2015). 

Tendo em vista a grande instabilidade dos carotenoides, a microencapsulação 

torna-se uma alternativa para aumentar a estabilidade desses compostos, já que a 

técnica consiste no isolamento de substâncias ativas para obter partículas de tamanho 

micrométrico, em que o material ativo é protegido por uma membrana formada por 

materiais de parede (CHAMPAGNE; FAUTIER, 2007; NESTERENKO et al., 2013; 

EITAYEB et al., 2015). Diferentes princípios podem ser utilizados para promover a 

microencapsulação, através de métodos químicos, físicos ou físico-químicos (THIES, 

2003). Entre os métodos tem-se a emulsão-liofilização (GRANT; ZHANG, 2011), o 

qual combina a formação de uma emulsão seja de formação química, pela presença 

de uma substância anfifílica ou física, pela intensa agitação (BENAVIDES et al., 2016), 

seguida de liofilização, a qual é considerada um método físico, que consiste na 

secagem de um material previamente congelado, em que a maior parte do solvente é 

removido por sublimação, sem a passagem pela fase líquida (POLAK; PITOMBO, 

2011). 

A escolha dos materiais de parede é muito importante, pois é necessário que 

estes compostos apresentem biocompatibilidade, biodegradabilidade e atoxicidade, 

sendo, portanto, requisitos que reduzem o número de polieletrólitos potencialmente 

disponíveis para serem utilizados (SILVA; ANDRADE, 2009). Dentre os materiais 

utilizados, polissacarídeos e proteínas têm sido comumente empregados para 

encapsular substâncias biologicamente ativas (MENDANHA et al., 2009; XIAO; YU; 

YANG, 2011; CHAO et al., 2014; JUN et al., 2015; VARANKOVICH et al., 2015).  

Por apresentarem natureza anfifílica, as proteínas, tanto de origem animal 

quanto vegetal, tornam-se agentes de encapsulação ideais para óleos, devido a sua 

capacidade emulsionante, sendo assim amplamente utilizadas para a encapsulação 

de compostos ativos presentes em matrizes lipofílicas (NESTERENKO et al., 2013; 
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AVRAMENKO et al., 2016). Por serem compostas por diferentes aminoácidos, as 

proteínas apresentam propriedades distintas, as quais irão influenciar diretamente na 

formação das micropartículas (TARHINI; GREIGE-GERGES; ELAISSARI, 2017). A 

quitosana, obtida da desacetilação da quitina, é um polissacarídeo catiônico composto 

de β-(1-4)-2-acetamido-2-desoxi-β-D-glucopiranose e 2-amino-2-desoxi-β-D-

glucopiranose, que pode interagir com outros coloides, tais como as proteínas. A 

combinação entre esses polímeros tem demonstrado grande potencial para a 

microencapsulação de diferentes compostos bioativos (AN-CHEOL; YOUN-HO, 2009; 

ELMER et al., 2011; HUANG et al., 2012; KANG; DAI; KIM, 2012). 

A microencapsulação também pode ser utilizada com o objetivo de retardar a 

liberação de compostos até o momento certo e/ou lugar, ou para controlar a taxa de 

liberação, sendo a liberação controlada, uma das principais vantagens da 

microencapsulação, permitindo um efeito direcionado e também prolongado 

(AZEREDO, 2005). Em geral, o que determina o perfil de liberação são os tipos de 

materiais de parede que formam as micropartículas, sua geometria e as interações 

parede/núcleo (ZUIDAM; SHIMONI, 2010; ROMAN; BURRI; SINGH, 2012; JAIN et al. 

2015; WANG et al., 2015). 

Considerando-se a importância dos carotenoides para a saúde e a sua 

instabilidade frente a condições de processamento e estocagem, este estudo 

objetivou microencapsular óleo de palma pelo método de emulsão-liofilização 

utilizando como material de parede albumina sérica bovina, gelatina, proteína de 

arroz, proteína de ervilha e proteína isolada de soja associadas com quitosana. Além 

disso, objetivou-se caracterizar e aplicar as micropartículas em pudim convencional 

(com aquecimento/agitação leve) e instantâneo (sem aquecimento/agitação vigorosa), 

a fim de avaliar o efeito do processamento das matrizes alimentares no perfil de 

liberação dos carotenoides em condições que simulam o trato gastrointestinal. 
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3.2  Materiais e métodos 

 
 
3.2.1 Materiais 

Os materiais de parede utilizados foram albumina sérica bovina (AB), gelatina 

tipo B (G) e quitosana (Q) 190 - 310 KDa (Sigma Aldrich Brasil Ltda, São Paulo, Brasil), 

proteína de arroz (grau de pureza 73,0%) (PA), proteína de ervilha (grau de pureza 

73,0%) (PE) e proteína isolada de soja (PS) (grau de pureza 80,0%) (Labonathus, São 

Paulo, Brasil). O material encapsulado foi o óleo de palma puro (Hemmer, Cia Hemmer 

Indústria e Comércio, Blumenau, SC, Brasil). 

 
 
3.2.2 Determinação de carotenoides no óleo de palma 

O conteúdo de carotenoides no óleo de palma foi quantificado segundo 

Rodriguez-Amaya (1997). Foi realizada dissolução de 0,1 g do óleo em 25 mL de 

hexano, fazendo-se a leitura em espectroscopia em UV visível a 450 nm (Jenway 6705 

UV/Vis).  A quantificação foi baseada em uma curva de calibração feita com padrão 

de β-caroteno, grau de pureza 97,0% (Y = 0.2191x - 0,0045, R2 = 0,9996). Os 

resultados foram expressos em µg de β-caroteno.g-1 de amostra. 

 
 
3.2.3 Preparo das micropartículas  

A microencapsulação foi realizada seguindo a metodologia de Rutz et al. (2016) 

com algumas modificações. As soluções de proteínas (1,0%) foram preparadas por 

dissolução em água destilada. A albumina sérica bovina foi diluída a temperatura 

ambiente e a gelatina a 50 ºC, enquanto que as de proteínas de arroz, de ervilha e de 

soja foram mantidas sob agitação por 1 h a 50 ºC e sonicadas por 30 min. A solução 

de quitosana (1,0%) foi preparada por dissolução em HCl (0,1 mol.L-1), mantida sob 

agitação por 12 h, e após o ajuste do pH para 5,6 com NaOH (0,2 mol.L-1), foi filtrada 

e avolumada para o volume desejado. 

Para o preparo das micropartículas utilizou-se uma proporção de 5:1 (m/m) de 

material de parede e óleo de palma, respectivamente. Realizou-se agitação vigorosa 

da solução de proteína com o óleo de palma (contendo 1429,13 µg de β-caroteno.g-

1), com Ultra-Turrax (IKA T18 básica) a 13500 rpm por 5 min, seguido da adição da 

solução de quitosana e agitação por mais 3 min, obtendo-se as seguintes 

associações: albumina sérica bovina/quitosana (ABQ), gelatina/quitosana (GQ), 
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proteína de arroz/quitosana (PAQ), proteína de ervilha/quitosana (PEQ) e proteína 

isolada de soja/quitosana (PSQ). As soluções finais apresentaram pH em torno de 5,0. 

Essas foram congeladas a -75 ºC e liofilizadas (Terroni -Enterpreise II). 

 
 

3.2.4 Caracterização das micropartículas 

 
 

3.2.4.1 Eficiência de Encapsulação (EE) 

O conteúdo de carotenoides na superfície das micropartículas foi determinado 

através da homogeneização da amostra com hexano em vórtex (Biomixer QL-901) 

durante 1 min, seguido por centrifugação (206 Fanem-BL) a 1057xg por 3 min. A fase 

apolar foi coletada e analisada em espectrofotômetro (Jenway 6705 UV/Vis.) a 450 

nm. A quantificação dos carotenoides foi realizada como descrito no item 3.2.2. A EE 

foi calculada de acordo com a equação 1. 

 

 

%𝐸𝐸 =  
𝐶𝑎 − 𝐶𝑠

𝐶𝑎
 ×  100           𝐸𝑞. 1 

 

 

Em que “Ca” representa o conteúdo de carotenoides do óleo de palma 

adicionado às micropartículas e “Cs”, o conteúdo de carotenoides na superfície. 

 
 
3.2.4.2  Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

A morfologia das micropartículas foi determinada utilizando Microscópio 

Eletrônico de Varredura (Modelo SEM, JEOL JSM LV-6060). As amostras foram 

fixadas sobre um suporte de metal com fita de carbono dupla face e revestidas por 

uma camada fina de ouro. A visualização foi realizada com ampliação de 100 e 1000 

X e voltagem de excitação entre 10 e 15 kV. 

 
 
3.2.4.3 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) 

As análises de DSC foram realizadas no óleo de palma, na combinação dos 

materiais de parede (ABQ, GQ, PAQ, PEQ, PSQ), e nas micropartículas referentes a 

cada combinação, utilizando o TA Instruments, modelo DSC Q20. Para cada amostra, 
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1,0 mg foi aquecido em panela de alumínio a uma taxa de 10 ºC.min-1 entre -25 e 300 

ºC, com um fluxo de nitrogênio de 40 mL.min-1. 

 
 

3.2.4.4 Perfil de liberação dos carotenoides em condições gastrointestinais 

simuladas 

O perfil de liberação dos carotenoides encapsulados foi avaliado em sistema in 

vitro simulando o fluido gastrointestinal (FGI), de acordo com as metodologias 

propostas por Sansone et al. (2011) e Paramera, Konteles e Karathanos (2011), com 

modificações. Utilizou-se em torno de 20 mg de cada uma das micropartículas para 

cada tempo avaliado (0, 30, 60, 120, 180, 240, 300 e 360 min). O FGI foi adicionado 

a cada amostra, as quais foram, posteriormente, incubadas a 37 °C. A análise foi 

realizada em triplicata. 

Para simular as condições gastrointestinais, as amostras foram adicionadas de 

5,0 mL de fluido gástrico, que consiste de uma solução de HCl 0,1 mol.L-1, pH 2,0 

contendo 0,3% de enzima pepsina. A partir dos 120 min, foi adicionado 3,5 mL de 

fluido intestinal, que consiste de uma solução de Na2HPO4 0,56 M contendo 0,3% da 

enzima pancreatina. As amostras foram removidas em cada período de tempo, 

adicionadas de hexano e homogeneizadas em vórtex (Biomixer QL-901) durante 1 

min, seguido por centrifugação (206 Fanem-BL) a 1057 xg por 3 min. A fase apolar foi 

coletada e analisada em espectrofotômetro (Jenway 6705 UV/Vis) a 450 nm. A 

quantificação de carotenoides foi realizada de acordo com a descrição no item 3.2.2. 

O resultado foi expresso como % de liberação de carotenoides. 

 
 
3.2.5 Aplicação das micropartículas às matrizes alimentares 

 
  

3.2.5.1 Preparo de pudim convencional e instantâneo 

Foram preparados dois tipos de pudins comerciais, uma formulação 

convencional, em que após a adição do leite e das micropartículas, a amostra foi 

aquecida a 100 ºC por 3 min, com leve agitação manual, e uma formulação 

instantânea, na qual, após a adição do leite e das micropartículas, aplicou-se intensa 

agitação com utilização de batedeira na velocidade máxima por 3 min, à temperatura 

ambiente, conforme instruções do fabricante. Os pudins foram elaborados com cada 

uma das micropartículas, e armazenados a 4 ºC até a realização das análises. 
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Para estabelecer a quantidade de micropartículas adicionadas às matrizes 

alimentares, considerou-se o conteúdo de carotenoides presentes no óleo de palma 

encapsulado e a Resolução da Diretoria Colegiada nº 269, da Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (2005), a qual determina que a ingestão diária recomendada (IDR) 

de vitamina A para adultos seja de 600 µg, sendo que cada µg de β-caroteno é 

equivalente a 0,167 µg de retinol (BRASIL, 2005). Assim, a porção de 120 g de pudim, 

tanto da formulação convencional quanto da instantânea, proporciona 10,0 % do teor 

de carotenoides necessários para satisfazer a IDR para adultos. 

 
 
3.2.5.2 Perfil de liberação dos carotenoides em condições gastrointestinais 

simuladas 

O perfil de liberação dos carotenoides presentes nas micropartículas 

adicionadas aos pudins foi avaliado nas condições gastrointestinais simuladas como 

descrito em 3.2.4.4. 

 
 

3.3 Análise estatística 

Os resultados foram expressos em médias referentes às determinações em 

triplicata e submetidos à análise de variância. O teste de Tukey (p<0,05) foi utilizado 

para avaliar os materiais de parede em relação à eficiência de encapsulação e perfil 

de liberação de carotenoides das micropartículas em condições gastrointestinais 

simuladas. Esse teste também foi utilizado para avaliar os materiais de parede em 

relação ao perfil de liberação dos carotenoides encapsulados após a aplicação nas 

matrizes alimentares. 

 
 

3.4 Resultados e Discussão 

 
 
3.4.1 Eficiência de encapsulação 

A eficiência de encapsulação refere-se à percentagem de carotenoides 

encapsulados em relação à quantidade de carotenoides presentes no óleo de palma 

adicionado inicialmente às micropartículas (NESTERENKO et al., 2013), 

descontando-se o conteúdo de carotenoides presente na superfície das 

micropartículas. Os resultados de eficiência de encapsulação obtidos nas 
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micropartículas de proteínas associadas com quitosana estão demonstrados na 

Tabela 1. 

 
 

Tabela 1 – Eficiência de encapsulação dos carotenoides presentes no óleo de palma  

Material de Parede Eficiência de Encapsulação (%) 

ABQ 78,2 ± 0,02 C 

GQ 69,0 ± 0,61 D 

PAQ 60,9 ± 0,66 E 

PEQ 87,0 ± 0,40 B 

PSQ 96,4 ± 0,02 A 

ABQ: albumina sérica bovina/quitosana; GQ: gelatina/quitosana; PAQ: proteína de arroz/quitosana; 
PEQ: proteína de ervilha/quitosana; PSQ: proteína isolada de soja/quitosana. Médias seguidas por 
letras maiúsculas diferentes, na coluna, diferem pelo teste Tukey (p<0,05) avaliando o material de 
parede. 
 

 
A eficiência de encapsulação dos carotenoides do óleo de palma foi 

significativamente influenciada pelos materiais de parede utilizados, sugerindo-se 

uma relação com a composição de aminoácidos das proteínas, que varia de acordo 

com sua origem (TARHINI; GREIGE-GERGES; ELAISSARI, 2017). Valores 

superiores a 85,0% foram obtidos para as proteínas de leguminosas, ervilha e soja, 

as quais apresentam baixas concentrações de aminoácidos sulfurados e triptofano, e 

diferentes proporções de aminoácidos hidrofóbicos, como alanina, valina, isoleucina, 

prolina, fenilalanina e metionina (DERBYSHIRE; WRIGHT; BOULTER, 1976; 

SHEWRY; NAPIER; TATHAM, 1995; LOURENÇO, 2000; NESTERENKO et al., 2013). 

Dessa forma, possivelmente, a presença de aminoácidos apolares nessas proteínas 

tenha possibilitado interações hidrofóbicas com os constituintes do óleo, refletindo em 

maiores valores de eficiência de encapsulação. 

Além disso, um dos pré-requisitos para a encapsulação de óleos é a formação 

de uma emulsão óleo/água estável (AVRAMENKO; LOW; NICKERSON, 2013). Sendo 

assim, as diferenças observadas nos valores obtidos, também podem ter ocorrido 

devido à baixa capacidade da albumina sérica bovina, gelatina e proteína de arroz 

em estabilizar a interface óleo-água, quando comparadas às proteínas de 

leguminosas. 

. 
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3.4.2 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV)  

Na Fig. 1, podem-se visualizar as morfologias obtidas para as micropartículas 

de proteínas associadas com quitosana. 

 
 

    

  

  
 

Figura 1 – Morfologia das micropartículas contendo óleo de palma, utilizando os diferentes materiais 
de parede: (A) albumina sérica bovina/quitosana; (B) gelatina/quitosana; (C) proteína de 
arroz/quitosana; (D) proteína de ervilha/quitosana; (E) proteína isolada de soja/quitosana; (F) superfície 
característica apresentada por todas as micropartículas. 
 
 
 
 

C D 

A B 

E F 
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As micropartículas de proteínas associadas com quitosana, contendo o óleo de 

palma, apresentaram formato irregular, sendo visualmente semelhantes ao obtido por 

outros autores quando utilizaram a liofilização como método de encapsulação de 

micropartículas de quitosana e proteínas (AN-CHEOL, YOUN-HO, 2009; GUO-QING 

et al., 2012). As micropartículas apresentaram superfície lisa, sem fissuras e isentas 

de porosidades (Fig. 1; F), o que sugere alta integridade dos materiais de parede ao 

formar as micropartículas, e consequentemente, a efetiva proteção do material 

encapsulado, confirmado pelos resultados da eficiência de encapsulação. 

 
 

3.4.3 Calorímetria Diferencial de Varredura (DSC) 

Os termogramas de DSC do óleo de palma, dos materiais de parede (ABQ, GQ, 

PAQ, PEQ e PSQ) e de suas respectivas micropartículas contendo óleo de palma, 

estão apresentados na Fig. 2. 
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Figura 2 – Termogramas de DSC. (a) albumina sérica bovina/quitosana, (b) gelatina/quitosana, (c) 
proteína de arroz/quitosana, (d) proteína de ervilha/quitosana e (e) proteína isolada de soja/quitosana. 
 
 

No termograma do óleo de palma se observa um evento endotérmico a 3,78 

ºC, referente ao seu ponto de fusão, segundo Martini et al. (2010). Nos termogramas 

dos materiais de parede ABQ, GQ, PAQ, PEQ e PSQ pode-se observar eventos 

endotérmicos em temperaturas de 156,85 ºC, 165,23 ºC, 162,45 ºC, 165,34 ºC e 

154,72 ºC, respectivamente. A maioria das micropartículas apresentou deslocamento 
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dos picos característicos aos obtidos pelos respectivos materiais de parede e em 

todos termogramas foi observado a ausência do evento endotérmico do óleo de 

palma. Essas variações de temperatura nos termogramas das micropartículas em 

relação aos respectivos materiais de parede, evidenciam a interação do óleo com os 

materiais utilizados. Outros autores (PAN; ZHONG; BAEK, 2013; ZHANG; ZHONG, 

2013; RUTZ et al., 2016) também confirmaram a encapsulação a partir dos 

termogramas de DSC, devido ao desaparecimento ou deslocamento dos picos 

referente aos materiais encapsulados. 

 
 
3.4.4 Liberação dos carotenoides encapsulados antes e após a aplicação em 

matriz alimentar 

 Pode-se visualizar na Fig. 3, o perfil de liberação, em condições 

gastrointestinais simuladas, dos carotenoides do óleo de palma encapsulado com 

proteínas e quitosana. 

  
 

 

 

Figura 3 – Perfil de liberação de carotenoides das micropartículas de proteínas e quitosana, em 
condições gastrointestinais simuladas. ABQ: albumina sérica bovina/quitosana; GQ: 
gelatina/quitosana; PAQ: proteína de arroz/quitosana; PEQ: proteína de ervilha/quitosana; PSQ: 
proteína isolada de soja/quitosana. 
 
 
 De uma forma geral, o perfil de liberação dos carotenoides em fluido 

gastrointestinal simulado foi significativamente influenciado pelo material de parede 

utilizado. Nas micropartículas de ABQ (24,0%), PEQ (34,9%) e GQ (48,3%) 

ocorreram, em média, percentuais de liberação significativamente inferiores às 

micropartículas de PAQ (88,8%) e PSQ (68,6%), nos primeiros 60 min, nas condições 
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gástricas simuladas. Jain et al. (2016) sugerem que a rápida liberação inicial pode 

estar relacionada com a liberação do composto bioativo presente na superfície das 

micropartículas ou com a perda da integridade da parede durante a elaboração ou 

liofilização das mesmas. Os autores também mencionam que as irregularidades no 

formato das micropartículas podem favorecer a liberação, devido ao aumento da área 

de superfície das micropartículas. A partir dos 120 min, as micropartículas 

apresentaram percentuais médios de liberação de 37,0%, 62,5%, 43,1%, 29,4%, 

30,8% para ABQ, GQ, PAQ, PEQ e PSQ, respectivamente. De acordo com estes 

resultados e considerando que as micropartículas devem liberar o maior percentual 

do composto encapsulado nas condições do fluido intestinal (SAUVANT et al., 2012; 

YUN; CHUAN-HE, 2016), nenhuma das micropartículas avaliadas apresentou 

comportamento ideal. 

A matriz alimentar influencia diretamente no comportamento das 

micropartículas em condições gastrointestinais, devido às interações entre os 

nutrientes e às condições do processo de preparo dos alimentos, sendo um desafio 

obter uma estrutura de encapsulamento estável na matriz alimentar, que não altere o 

aspecto sensorial dos alimentos, mas que ofereça a liberação controlada do composto 

encapsulado dentro do nível desejado (SAUVANT et al., 2012). Dessa forma, neste 

estudo, optou-se por adicionar as micropartículas em pudim de formulação 

convencional (com aquecimento e com agitação leve) e em pudim de formulação 

instantânea (sem aquecimento e com agitação vigorosa), a fim de avaliar a influência 

do processamento no perfil de liberação dos carotenoides encapsulados em 

condições gastrointestinais simuladas. O perfil de liberação, em fluído gastrointestinal 

simulado, dos carotenoides encapsulados após aplicação às matrizes alimentares, 

está demonstrado na Fig. 4. 
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Figura 4 – Perfil de liberação de carotenoides das micropartículas de quitosana e proteínas, em 
condições gastrointestinais simuladas, após aplicação em (A) pudim com formulação convencional 
(com aquecimento e agitação leve) e (B) em pudim de formulação instantânea (sem aquecimento e 
com agitação vigorosa). ABQ: albumina sérica bovina/quitosana; GQ: gelatina/quitosana; PAQ: 
proteína de arroz/quitosana; PEQ: proteína de ervilha/quitosana; PSQ: proteína isolada de 
soja/quitosana. 
 
 

A aplicação das micropartículas às matrizes alimentares afetou 

significativamente o perfil de liberação dos carotenoides, para todos os materiais de 

parede avaliados. No fluido gástrico simulado até 60 min, a liberação dos carotenoides 

adicionados ao pudim convencional, em média, foi de 6,4%, 39,5%, 17,4%, 9,5% e 

16,1% para ABQ, GQ, PAQ, PEQ e PSQ, respectivamente, verificando-se menor 

percentual de liberação para as micropartículas de ABQ e PEQ. No pudim instantâneo 

obteve-se maior percentual de liberação dos carotenoides no fluido gástrico, sendo, 

em média, 22,9%, 40,7%, 20,5%, 15,1% e 33,7%, para as micropartículas de ABQ, 

GQ, PAQ, PEQ e PSQ, respectivamente. 

No entanto, nas condições intestinais simuladas, após os 120 min, a liberação 

foi dependente do produto e dos materiais de parede. A liberação média observada 

no pudim convencional foi de 79,0% (ABQ), 67,1% (GQ), 85,0% (PAQ), 57,8% (PEQ) 

e 45,3% (PSQ), dos 180 aos 360 min. No pudim instantâneo observou-se liberação 

dos carotenoides das micropartículas de ABQ, GQ, PAQ, PEQ e PSQ, com percentual 

médio de 72,4%, 74,0%, 73,4%, 65,5% e 77,8%, respectivamente. 

De forma geral, os resultados demonstram que os diferentes materiais de 

parede e as diferenças de processamento dos pudins influenciaram no perfil de 

liberação dos carotenoides. As micropartículas de albumina sérica bovina/quitosana, 

assim como proteína de arroz/quitosana aplicadas em pudim de formulação 

convencional, apresentaram o perfil de liberação mais adequado em condições 
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gastrointestinais simuladas. Para esses materiais de parede, o aquecimento 

associado à leve agitação aplicado no pudim convencional proporcionou a liberação 

de menor porcentagem de carotenoides nas condições gástricas e maior nas 

condições intestinais, sendo este um dos principais objetivos da microencapsulação, 

visto que uma liberação adequada e orientada melhora a absorção do composto ativo 

(GOUIN, 2004; CHAMPAGNE; FAUSTIER, 2007; HYE-YEUM; HONGKEE, 2009; 

XIAO-YING; ZHI-PING; JIAN-GUO, 2011). Por outro lado, de uma forma geral, a 

intensa agitação realizada durante o preparo do pudim instantâneo pode ter 

ocasionado a destruição parcial da parede das partículas favorecendo um alto 

percentual de liberação dos carotenoides no fluido gástrico. 

 
 

3.5 Conclusão 

Foi possível encapsular o óleo de palma pelo método de emulsão-liofilização 

utilizando proteínas associadas à quitosana. A eficiência de encapsulação foi 

dependente do material de parede utilizado, sendo obtidos melhores resultados com 

proteína de ervilha/quitosana e proteína isolada de soja/quitosana. As micropartículas 

apresentaram formato irregular, superfície lisa, sem fissuras e independente do 

material de parede, pode-se confirmar a encapsulação pelos termogramas de DSC. 

A liberação dos carotenoides das micropartículas foi influenciada pela 

composição do material de parede e dependente da matriz alimentar, associada a 

forma de preparo. As micropartículas de albumina sérica bovina/quitosana e proteína 

de arroz/quitosana, aplicadas ao pudim convencional, apresentaram perfil de 

liberação controlado e adequado nas condições, gástrica ou intestinal, simuladas. No 

pudim instantâneo, não foi obtido perfil de liberação adequado com qualquer das 

micropartículas testadas. Assim, é necessário considerar o processo pelo qual é 

submetida a matriz alimentar na qual deseja-se aplicar as micropartículas, devido à 

grande influência do tipo de processamento sobre o comportamento de liberação do 

composto ativo. 
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4 Capítulo 2 – Estabilidade dos carotenoides do óleo de palma 
microencapsulado com proteínas animais e vegetais associadas com inulina 

 
 
Resumo 
 
O óleo de palma apresenta elevado conteúdo de carotenoides, os quais são altamente 
instáveis quando submetidos à luminosidade, à presença de oxigênio e ao calor. Com 
o objetivo de aumentar a estabilidade desses compostos, o óleo de palma foi 
microencapsulado utilizando como materiais de parede a albumina sérica bovina, 
ovoalbumina, gelatina, proteína de ervilha e proteína isolada de soja, associadas com 
inulina, através do processo de emulsão-liofilização. As micropartículas foram 
caracterizadas quanto à eficiência de encapsulação, à morfologia e ao comportamento 
térmico. Esses materiais também foram submetidos ao estudo da estabilidade em 
presença e ausência de luz, e nas temperaturas de 4,0 ºC, 24,0 ºC e 60,0 ºC por 42 
dias. A eficiência de encapsulação foi dependente do material de parede utilizado, 
sendo que as maiores eficiências foram obtidas para as micropartículas de proteína 
de ervilha/inulina e de proteína isolada de soja/inulina. A encapsulação do óleo foi 
confirmada pelos termogramas de DSC e todas as micropartículas apresentaram 
superfícies lisas e sem fissuras. As micropartículas de proteína isolada de soja/inulina 
proporcionaram maior estabilidade aos carotenoides do óleo de palma encapsulado e 
armazenado por 42 dias, tanto na presença quanto na ausência de luz, assim como 
quando submetidas a temperaturas de 4,0 ºC e 24 ºC. A 60,0 ºC, todas as 
micropartículas, independente do material de parede, apresentaram baixa capacidade 
de retenção dos carotenoides. 
 
 
Palavras-chave: pigmentos lipofílicos; microencapsulação; armazenamento. 

 
 
4.1 Introdução 

O óleo de palma é um óleo vegetal extraído da palma ou dendezeiro (Elaeis 

guineensis Jacq.), espécie vegetal de origem africana que pertence à família 

Arecaceae (SHEIL et al., 2009; CURVELO et al., 2011), sendo considerada uma 

espécie perene tropical (CORLEY; TINKER, 2009). Os maiores produtores de palma 

são Indonésia e Malásia, os quais contribuem com cerca de 85,0% da produção 

global. No Brasil este óleo é produzido no Amazonas, Amapá, Bahia e em grandes 

áreas no estado do Pará (RAMALHO FILHO; MOTTA, 2010). O óleo de palma é o 

mais produzido e também o que apresenta o maior consumo mundial dentre os óleos 

vegetais, representando em torno de 33,0% do consumo, com uma produção 

estimada em 64,50 milhões de toneladas na safra 2016/2017 (USDA, 2016). A 

característica peculiar do óleo de palma é seu elevado conteúdo de carotenoides em 
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relação a outros óleos vegetais, e dentre os carotenoides presentes, cerca de 65,0% 

consiste em β-caroteno (GUNSTONE; LIN, 2011; NG et al., 2012; MBA; DUMONT; 

NGADI, 2015). 

Os carotenoides constituem-se em um dos grupos de pigmentos naturais mais 

abundantes na natureza, com mais de 700 compostos conhecidos, os quais são 

classificados em duas classes: os carotenos, que não apresentam em sua estrutura 

molecular o oxigênio, como o α-caroteno, β-caroteno e o licopeno; e as xantofilas, 

também denominados de hidroxicarotenoides por apresentarem o oxigênio, como a 

luteína, zeaxantina e β-criptoxantina. Os carotenoides são pigmentos isoprenoides 

lipofílicos, sintetizados em todos os organismos fotossintéticos, como pelas bactérias, 

algas e plantas, assim como por algumas bactérias e fungos não-fotossintéticos 

(NAMITHA; NEGI, 2010; NISAR et al., 2015). Devido ao grande número de duplas 

ligações conjugadas, estes compostos podem apresentar ação antioxidante, atuando 

na eliminação de radicais livres e de espécies reativas ao oxigênio. Além disso, alguns 

carotenoides apresentam atividade pró-vitamina A, por serem constituídos de anéis 

de β-ionona. Devido às características destes compostos, suas aplicações em 

alimentos têm aumentado nos últimos anos. Contudo, a baixa solubilidade em água e 

elevada instabilidade frente à luz, aos tratamentos térmicos e na presença de 

oxigênio, têm dificultado a utilização destes compostos na indústria alimentar (ACHIR 

et al., 2010; KHOO et al., 2011). 

A microencapsulação tem sido utilizada como uma alternativa para preservar 

substâncias sensíveis contra a degradação (SRI et al., 2012; CORONEL-AGUILERA; 

MARTÍN-GONZÁLEZ, 2015), sendo um processo no qual o componente ativo é 

aprisionado ou revestido por uma matriz polimérica, que promove o isolamento da 

molécula bioativa do ambiente circundante, devendo manter-se estável, até a 

ocorrência da liberação do material encapsulado no local desejado (RASCÓN et al., 

2011; SAGIS, 2015.). 

O material de parede utilizado na microencapsulação pode ser selecionado a 

partir de uma gama de polímeros naturais ou sintéticos, de acordo com as 

características desejadas das micropartículas (FERNANDES et al., 2014). Entre os 

polímeros mais utilizados, as proteínas derivadas de animais e vegetais têm sido 

amplamente empregadas para encapsulação de substâncias ativas (GUO-QING et 

al., 2012; NESTERENKO et al., 2013; LIU et al., 2015; DEVI et al., 2017; SHAO; 

TANG, 2016; XU et al., 2016). Esses compostos naturais anfifílicos apresentam várias 
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vantagens, como a biocompatibilidade e biodegradabilidade, além de propriedades 

como ação emulsificante e a capacidade de formação de espuma. Assim como as 

proteínas, a inulina, um polissacarídeo natural de plantas, constituído por unidades de 

D-frutose ligadas em β (2→1), também já foi aplicada para microencapsular 

compostos bioativos, individualmente ou em conjunto com outros polímeros como 

alginato, proteína isolada de soja, pectina e maltodextrina (SAÉNZ et al., 2009; 

BEIRÃO-DA-COSTA et al., 2013; ROBERT et al., 2015; CUJIC et al., 2016; 

KRIVOROTOVA et al., 2016; LACERDA et al, 2016). 

Considerando que o óleo de palma apresenta elevado conteúdo em 

carotenoides, e esses compostos apresentam grande instabilidade, objetivou-se com 

este estudo elaborar micropartículas utilizando como material de parede as proteínas 

albumina sérica bovina, ovoalbumina, gelatina, proteína de ervilha e proteína isolada 

de soja, em associação com inulina, pelo processo de emulsão-liofilização, a fim de 

avaliar a capacidade das micropartículas em manter a estabilidade dos carotenoides 

durante o armazenamento na presença/ausência de luminosidade, bem como em 

diferentes temperaturas. 

 
 
4.2 Materiais e métodos 

 
 
4.2.1 Materiais 

Os materiais de parede utilizados foram albumina sérica bovina (AB) (Sigma 

Aldrich Brasil Ltda, São Paulo, Brasil), gelatina tipo B (G) (Sigma Aldrich Brasil Ltda, 

São Paulo, Brasil), ovoalbumina (grau de pureza 83,0%) (AO), proteína de ervilha 

(grau de pureza 73,0%) (PE), proteína isolada de soja (grau de pureza 80,0%) (PS) 

(Labonathus, São Paulo, Brasil) e inulina (I) (Frutafit IQ, São Paulo, Brasil). O material 

encapsulado foi o óleo de palma puro (Hemmer, Cia Hemmer Indústria e Comércio, 

Blumenau, SC, Brasil). 

 
 
4.2.2 Determinação de carotenoides no óleo de palma 

O conteúdo de carotenoides no óleo de palma foi quantificado segundo a 

metodologia descrita por Rodriguez-Amaya (1997). Foi realizada dissolução de 0,1 g 

do óleo em 25 mL de hexano, fazendo-se a leitura em espectroscopia em UV visível 

a 450 nm (Jenway 6705 UV/Vis).  A quantificação foi baseada em uma curva de 
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calibração obtida com o padrão de β-caroteno, grau de pureza 97,0% (Y = 0.2191x - 

0,0045, R2 = 0,9996). Os resultados foram expressos em µg de β-caroteno.g-1 de 

amostra. 

 
 
4.2.3 Preparo das micropartículas  

As soluções das proteínas (1,0%) albumina sérica bovina e ovoalbumina foram 

preparadas por dissolução em água destilada à temperatura ambiente, e para a 

gelatina à 50 ºC. As soluções de proteína de ervilha e de soja foram mantidas sob 

agitação por 1 h a 50 ºC e sonicadas por 30 min. Para o preparo da solução de inulina 

(1,0%), esta foi previamente hidratada por 12 h, seguido de aquecimento a 60 ºC por 

5 min e arrefecida a 40 ºC, de acordo com Saénz et al. (2009) e Robert et al. (2015). 

As micropartículas foram preparadas com base nos métodos descritos por 

Saénz et al. (2009) e Rutz et al. (2016), com adaptações. Utilizou-se uma proporção 

de 5:1 (m/m) de material de parede e óleo de palma, respectivamente. Realizou-se 

agitação vigorosa da solução de proteína com o óleo de palma, em Ultra Turrax (IKA 

T18 básica) a 13500 rpm por 5 min, seguido da adição da solução de inulina e agitação 

por mais 3 min, obtendo-se as seguintes associações: albumina sérica bovina/inulina 

(ABI), gelatina/inulina (GI), ovoalbumina/inulina (AOI), proteína de ervilha/inulina (PEI) 

e proteína isolada de soja/inulina (PSI). As soluções foram congeladas a -75 ºC e 

liofilizadas (Terroni -Enterpreise II). 

  
 
4.2 4 Caracterização das micropartículas 

 
 

4.2.4.1 Eficiência de Encapsulação (EE) 

A eficiência de encapsulação foi determinada a partir da quantidade de 

carotenoides encapsulados em relação à quantidade de carotenoides do óleo de 

palma adicionado inicialmente às micropartículas, descontando-se o conteúdo de 

carotenoides presentes na superfície das micropartículas. O conteúdo de 

carotenoides na superfície foi determinado através da homogeneização da amostra 

com hexano em homogeneizador vórtice (Biomixer QL-901) durante 1 min, seguido 

por centrifugação (206 Fanem-BL) a 1057 xg por 3 min. A fase apolar foi coletada e 

analisada em espectrofotômetro (Jenway 6705 UV/Vis.) a 450 nm. A quantificação do 
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conteúdo de carotenoides foi realizada como descrito no item 2.2. A EE foi calculada 

de acordo com a equação 1. 

 

%𝐸𝐸 =  
𝐶𝑎 − 𝐶𝑠

𝐶𝑎
 ×  100           𝐸𝑞. 1 

 

Em que, “Ca” representa o conteúdo de carotenoides no óleo de palma 

adicionado às micropartículas e “Cs”, o conteúdo de carotenoides na superfície. 

 
 
4.2.4.2 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

A morfologia das micropartículas foi determinada utilizando Microscópio 

Eletrônico de Varredura (Modelo SEM, JEOL JSM LV-6060). As amostras foram 

fixadas sobre um suporte de metal com fita de carbono dupla face e revestidas por 

uma camada fina de ouro. A visualização foi realizada com ampliação de 100 e 1000 

X e voltagem de excitação entre 10 e 15 kV. 

  
 

4.2.4.3 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) 

As análises de DSC foram realizadas no óleo de palma, nos materiais de 

parede e nas micropartículas, utilizando o DSC 200 F3 Maia. Para cada amostra, 2,0 

mg foram aquecidos em panela de alumínio a uma taxa de 10 ºC.min-1 entre -20 e 300 

ºC, com um fluxo de nitrogênio de 50 mL.min-1. 

 
 
4.2.4.4 Estudo da estabilidade  

A estabilidade dos carotenoides do óleo de palma microencapsulado foi 

investigada de acordo com Jain et al. (2016), com modificações. As micropartículas 

foram acondicionadas em frascos de vidro, sendo armazenadas em sala climatizada 

a 24 ºC na ausência e na presença de luz, com lâmpada de 100 W como fonte de luz 

artificial, disposta perpendicularmente e suspensa a 50 cm das amostras. Para avaliar 

o efeito da temperatura na estabilidade dos carotenoides, as amostras foram 

armazenadas em refrigerador a 4 ºC; em sala climatizada a 24 ºC e em estufa a 60 

ºC. O conteúdo de carotenoides das micropartículas foi analisado a cada 7 dias, por 

um período de 42 dias, expressando-se os resultados em % de carotenoides residual. 
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4.3 Análise estatística 

Os resultados foram expressos em médias referentes às determinações em 

triplicata e submetidos à análise de variância. O teste de Tukey (p<0,05) foi utilizado 

para avaliar os materiais de parede em relação à eficiência de encapsulação e para 

avaliar a estabilidade dos materiais frente a diferentes temperaturas, enquanto que o 

teste LSD (p<0,05) foi utilizado para avaliar os materiais em relação à 

presença/ausência de luminosidade. O teste de Tukey também foi utilizado para 

comparar os materiais de parede em cada condição de armazenamento. 

 
 
4.4 Resultados e discussão 

 
 

4.4.1 Carotenoides no óleo de palma 

 A amostra de óleo de palma utilizada para a microencapsulação apresentou 

142,91 mg β-caroteno.100 g-1, resultado superior aos encontrados por Szydlowska-

Czerniak et al. (2011), que relataram conteúdos entre 32,70 – 45,80 mg β-

caroteno.100 g-1; porém, inferior aos valores obtidos por Sanagi et al. (2005), que 

oscilaram entre 280,00 – 350,00 mg β-caroteno.100 g-1.  

 
 
4.4.2 Eficiência de encapsulação 

Os resultados obtidos para eficiência de encapsulação de carotenoides 

presentes no óleo de palma, ao utilizar proteínas animais e vegetais, em associação 

com inulina, como materiais de parede, podem ser visualizados na Tabela 1. 

 
 

Tabela 1 – Eficiência de encapsulação dos carotenoides presentes no óleo de palma  

Material de Parede Eficiência de Encapsulação (%) 

ABI 48,55 ± 0,55 D 

GI 32,96 ± 0,65 E 

AOI 63,29 ± 0,51 C 

PEI 70,59 ± 0,22 A 

PSI 64,00 ± 0,37 B 

ABI: albumina sérica bovina/inulina; GI: gelatina/inulina; AOI: ovoalbumina/inulina; PEI: proteína de 
ervilha/inulina; PSI: proteína isolada de soja/inulina. Médias seguidas por letras maiúsculas diferentes, 
na coluna, diferem pelo teste Tukey (p<0,05) avaliando o material de parede. 
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Observa-se que houve diferença significativa nos valores de eficiência de 

encapsulação em função dos materiais de parede utilizados para microencapsular o 

óleo de palma. As micropartículas de ovoalbumina, proteína de ervilha e proteína 

isolada de soja, associadas com inulina, apresentaram as maiores eficiências de 

encapsulação. Isto ocorreu, possivelmente devido à maior exposição dos aminoácidos 

hidrofóbicos durante a formação das micropartículas, devido a diminuição nas 

interações intramoleculares e ao aumento no desdobramento das proteínas. Essas 

alterações conformacionais dependem da composição de cada proteína, de sua 

concentração e das condições de preparo das micropartículas (PATHAK; TASSU, 

2009). Como as proteínas são compostas por distintos aminoácidos e por frações de 

pesos moleculares diferentes, dependendo da fonte a partir da qual é derivada, 

qualquer variação na composição influencia significativamente as características das 

micropartículas (TARHINI; GREIGE-GERGES; ELAISSARI, 2017). Além disso, 

diferenças na capacidade de cada proteína em manter a emulsão O/A estável, 

também pode ter influenciado os resultados de eficiência de encapsulação 

(AVRAMENKO; LOW; NICKERSON, 2013). 

Considerando-se que a obtenção de uma elevada eficiência de encapsulação 

é de grande relevância, sendo um dos requisitos essenciais na microencapsulação, 

optou-se por dar continuidade no estudo apenas com as micropartículas que 

apresentaram resultados superiores a 50,0%, sendo ovoalbumina/inulina, proteína de 

ervilha/inulina e proteína isolada de soja/inulina, visto que o material de parede deve 

ser capaz de reter a substância ativa da forma mais eficiente possível, através da 

formação de uma película coesiva, proporcionando propriedades de revestimento 

específicas, como estabilidade e resistência (GONÇALVES; ESTEVINHO; ROCHA, 

2016). 

  
 
4.4.3 Microscopia eletrônica de varredura 

 A morfologia das micropartículas de ovoalbumina, proteína de ervilha e proteína 

isolada de soja, associadas com inulina, contendo óleo de palma estão dispostas na 

Fig. 1. 
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Figura 1 – Morfologia das micropartículas de (A1) ovoalbumina/inulina; (B1) proteína 
de ervilha/inulina e (C1) proteína isolada de soja/inulina, e suas respectivas 
ampliações em 1000x em A2, B2 e C2. 
 
 

Independente do material de parede utilizado, todas as micropartículas 

apresentaram morfologia irregular, devido à utilização do processo de liofilização, 

assim como já abordado por outros autores (SAIKIA et al., 2015; CHRANIOTI; 

CHANIOTI; TZIA, 2016; ZABOT et al., 2016). Essa morfologia é o resultado da quebra 

da estrutura esponjosa formada após a remoção de cristais de gelo através da 

sublimação (SILVA et al., 2016). A superfície lisa obtida nas micropartículas possibilita 

maior retenção do material do núcleo, podendo ser afetada pela presença de fissuras 

e/ou porosidades (FERNANDES et al., 2016). 

A2 A1 

B1 B2 

C1 C2 
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4.4.4 Calorimetria diferencial de varredura 

 Na Figura 2 podem-se visualizar os termogramas de DSC obtidos para o óleo 

de palma, para os materiais de parede (AOI, PEI e PSI) e para as diferentes 

micropartículas contendo o óleo. 
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Figura 2 – Termogramas de DSC obtidos para o óleo de palma, para os materiais de parede (A) 
ovoalbumina/inulina, (B) proteína de ervilha/inulina, (C) proteína isolada de soja/inulina (C), e para as 
respectivas micropartículas contendo o óleo. 
 

      Óleo de palma 
        Material de parede AO/I 
        Micropartícula AO/I 

      Óleo de palma 
        Material de parede PE/I 
        Micropartícula PE/I 

      Óleo de palma 
        Material de parede PS/I 
        Micropartícula PS/I 

 A 

 B 

 C 
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Como pode ser observado no termograma do óleo de palma (Fig.2), ocorreu 

um evento exotérmico em -9,5 ºC e um evento endotérmico em 2,4 ºC, os quais podem 

estar relacionados à temperatura de cristalização e de fusão dos compostos do óleo, 

respectivamente, conforme relatos de Oliveira et al. (2015a,b). No termograma do 

material de parede referente à AOI (Fig.2, A), foram observados eventos exotérmicos 

em 16,7 ºC e 224,4 ºC, e eventos endotérmicos em -21,7 ºC, -18,4 ºC, 7,5 ºC, 80,9 

ºC, 100,0 ºC, 174,3 ºC e 224,4 ºC. No material de parede PEI (Fig.2, B) não foram 

observados eventos exotérmicos, e os eventos endotérmicos ocorreram a 81,2 ºC e 

163,9 ºC. No termograma de PSI (Fig.2, C), o evento exotérmico foi à 20,0 ºC e os 

eventos endotérmicos à 157,7 ºC e 217,8 ºC. 

Possivelmente os diversos eventos observados sejam decorrentes da 

associação dos eventos endotérmicos da inulina, os quais foram relatados como 

serem decorrentes da fusão e da desidratação em temperaturas acima de 150 ºC 

(BEIRÃO-DA-COSTA et al., 2013), e ainda àqueles relacionados as proteínas, como 

eventos endotérmicos relativos a desnaturação na faixa de temperatura de 40 ºC a 

100 ºC (CAVALCANTI et al., 2010; YUAN et al., 2014), a desidratação em 85 ºC e a 

fusão da fração cristalina em temperaturas superiores a 200 ºC (YANG et al., 2015). 

As proteínas podem exibir mecanismos de desnaturação complexos envolvendo 

vários estados intermediários (CASIMIRO et al., 2006). Eventos exotérmicos 

observados nos termogramas podem estar relacionados com a cristalização e com 

reações de decomposição das proteínas e/ou da inulina (IONASHIRO et al., 2005). 

Cabe ressaltar que os concentrados proteicos apresentam em sua composição outros 

compostos, como por exemplo carboidratos e lipídeos, que podem ter influenciado no 

comportamento observado.  

No termograma da micropartícula AOI (Fig.2, A), ocorreram eventos 

exotérmicos à 14,5 ºC e 75,9 ºC e eventos endotérmicos à -22,4 ºC, -17,8 ºC, 151,4 

ºC e 223,0 ºC. Na micropartícula PEI (Fig.2, B), ocorreu o surgimento de eventos 

exotérmicos à -18,4 ºC, -5,8 ºC, -1,3 ºC e 89,1 ºC, e os eventos endotérmicos foram 

observados em -10,2 ºC, 56,5 ºC, 99,9 ºC e 185,1 ºC. Na micropartícula PSI (Fig.2, 

C), foram observados eventos exotérmicos em -23,3 ºC, 3,5 ºC, 21,8 ºC, 204,4 ºC e 

um evento endotérmico à 211,6 ºC. 

Nos termogramas das micropartículas, observou-se ausência dos picos 

exotérmicos e endotérmicos referentes ao óleo de palma, confirmando a sua 

encapsulação, sendo condizente com o encontrado em outros estudos (NORI et al., 
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2011; SOUZA et al., 2015; RUTZ et al., 2016). Dependendo do material de parede 

observou-se ausência e deslocamento de picos nos termogramas das micropartículas, 

quando comparados com os termogramas de seus materiais de parede, sugerindo 

uma mudança no comportamento dos materiais ao interagir com o óleo de palma na 

formação das micropartículas. 

 
 
4.4.5 Estudo da estabilidade 

Na Tabela 2 estão expostos os resultados de estabilidade na presença e 

ausência de luz, dos carotenoides do óleo de palma microencapsulado com os 

diferentes materiais de parede em cada tempo de armazenamento. 
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Tabela 2 – Percentual de carotenoides presentes no óleo de palma microencapsulado com ovoalbumina/inulina, proteína de 
ervilha/inulina e proteína isolada de soja/inulina, armazenados a 24,0 ºC na presença e ausência de luminosidade, por 42 dias 

Micropartículas 

Tempo (dias) 

Presença de luz 

7 14 21 28 35 42 

AO/I 80,9 ± 0,17 Ba 81,3 ± 1,09 Ba 69,7 ± 0,46 Bb 70,0 ± 0,81 Bb 
 

69,0 ± 0,62 Ba 
 

65,9 ± 0,21 Ba 
 

PE/I 68,9 ± 0,72 Cb 44,1 ± 0,67 Cb 42,5 ± 0,47 Cb 38,4 ± 0,31 Cb 37,9 ± 0,50 Cb 33,0 ± 0,37 Cb 

PS/I 92,3 ± 0,47 Ab 90,0 ± 0,85 Ab 83,1 ± 0,24 Ab 82,5 ± 0,35 Ab 79,8 ± 0,52 Ab 76,3 ± 0,67 Ab 

 Ausência de luz 

 7 14 21 28 35 42 

AO/I 
78,6 ± 0,12 Cb 

 
79,3 ± 0,14 Cb 

 
75,9 ± 0,46 Ca 

 
76,7 ± 0,16 Ca 

 
68,2 ± 0,62 Ba 

 
53,2 ± 0,63 Bb 

 

PE/I 83,2 ± 0,25 Ba 82,1 ± 0,59 Ba 83,0 ± 0,92 Ba 79,8 ± 0,29 Ba 49,3 ± 0,01 Ca 47,9 ± 0,67 Ca 

PS/I 94,3 ± 0,47 Aa 94,0 ± 0,68 Aa 93,3 ± 0,02 Aa 89,8 ± 0,08 Aa 87,2 ± 0,27 Aa 82,8 ± 0,40 Aa 

AO/I: ovoalbumina/inulina; PE/I: proteína de ervilha/inulina; PS/I: proteína isolada de soja/inulina. Médias seguidas por letras minúsculas diferentes na coluna, 
diferem entre si pelo teste LSD (p<0,05), avaliando o mesmo material de parede na presença e ausência de luz. Médias seguidas por letras maiúsculas 
diferentes na coluna, diferem entre si pelo teste Tukey (p<0,05), avaliando os materiais de parede em cada condição de armazenamento.
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Pode-se observar uma degradação significativa dos carotenoides 

encapsulados nas matrizes proteícas de ervilha/inulina e de proteína isolada de 

soja/inulina quando as micropartículas foram expostas a luz, independente do período 

avaliado. Com a utilização da ovoalbumina/inulina nas micropartículas, os resultados 

foram dependentes do tempo de avaliação. Entretanto, o percentual de retenção dos 

carotenoides foi distinto entre as micropartículas com os diferentes materiais de 

parede.  

As micropartículas de proteína de soja/inulina proporcionaram estabilidade dos 

carotenoides significativamente superior em relação as demais, tanto na presença 

quanto na ausência de luz, com percentuais superiores a 75,0%, seguidas das 

micropartículas de ovoalbumina/inulina, que em presença de luz, apresentaram 

retenção dos carotenoides acima de 65,0%, em todos os períodos avaliados. As 

micropartículas com proteína de ervilha/inulina demonstraram-se pouco eficazes na 

proteção dos carotenoides na presença de luz, sendo que na ausência de 

luminosidade, estas micropartículas exibiram maior retenção dos carotenoides até os 

28 dias de armazenamento, quando comparadas às micropartículas de 

ovoalbumina/inulina. 

Independente do material de parede e das condições de armazenamento, a 

degradação dos carotenoides do óleo de palma, iniciou nos primeiros 7 dias, o que 

pode ser melhor visualizado pela Figura 3.  
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Figura 3 – Carotenoides presentes no óleo de palma microencapsulado com: (A) ovoalbumina/inulina; 
(B) proteína de ervilha/inulina; (C) proteína isolada de soja/inulina, durante o armazenamento a 24,0 ºC 
na presença e na ausência de luminosidade por 42 dias. 
 
 

As micropartículas de ovoalbumina/inulina (Fig.3; A), quando armazenadas em 

presença e na ausência de luz, proporcionaram uma retenção de 80,0% dos 

carotenoides presentes no óleo de palma durante os primeiros 14 dias de 

armazenamento, a partir do qual, na presença de luz, observou-se uma degradação 

dos carotenoides que se manteve constante até os 42 dias, obtendo-se um residual 
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de 65,9%. No entanto, na ausência de luz houve redução gradual desses compostos 

a partir dos 28 dias, observando-se um residual de 53,2% ao final do armazenamento. 

Em relação às micropartículas de proteína de ervilha/inulina (Fig.3; B) foi 

possível observar que a exposição a luz propiciou uma elevada degradação dos 

carotenoides até os 14 dias, obtendo-se residual de 44,1% de carotenoides neste 

período, e de apenas 33,0% ao final do armazenamento. Quando na ausência de luz, 

essas micropartículas proporcionaram elevada retenção dos carotenoides até os 28 

dias (79,8%), a partir do qual ocorreu uma degradação contínua, observando-se 

percentual final de 47,9%. Os carotenoides microencapsulados com proteína isolada 

de soja/inulina (Fig.3; C), mantiveram-se estáveis na ausência de luz até a terceira 

semana de armazenamento, a partir da qual ocorreu rápida degradação, com 

retenção de 82,8% ao término do armazenamento. Em presença de luz, obteve-se 

retenção de 90,0% dos carotenoides aos 14 dias de armazenamento, seguido de uma 

degradação, com retenção final de 76,3%. 

Spada et al. (2012), observaram comportamento semelhante, ao avaliar a 

estabilidade de β-caroteno microencapsulado com amido de pinhão, por liofilização. 

De acordo com os resultados, as amostras armazenadas sob luminosidade 

apresentaram maior degradação de β-caroteno do que as micropartículas 

armazenadas na ausência de luz. Além disso, os autores observaram baixas taxas de 

retenção durante o armazenamento na presença e ausência de luminosidade, 

possivelmente, devido à falta de emulsificação e baixa capacidade de formação de 

uma película deste material de parede. Matioli; Rodriguez-Amaya (2003) também 

observaram degradação dos carotenoides sob efeito da luz. Esses autores 

encapsularam licopeno com goma arábica/maltodextrina por liofilização, e relataram 

que ocorreu 50,0% de degradação do licopeno em 13 e 10 dias para as 

micropartículas armazenadas na ausência e na presença de luminosidade à 

temperatura ambiente, respectivamente. Esses valores foram inferiores aos obtidos 

no presente estudo, evidenciando a maior capacidade das micropartículas de 

proteínas/inulina em manter a estabilidade de carotenoides. 

Na Tabela 3 pode-se visualizar os dados referentes a estabilidade dos 

carotenoides do óleo de palma microencapsulado com ovoalbumina/inulina, proteína 

de ervilha/inulina e proteína isolada de soja/inulina, armazenados a 4,0 ºC, 24,0ºC e 

60,0 ºC, por 42 dias. 
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Tabela 3 - Percentual de carotenoides presentes no óleo de palma microencapsulado com ovoalbumina/inulina, proteína de 
ervilha/inulina e proteína isolada de soja/inulina, armazenados a 4,0 ºC, 24,0 ºC e 60,0 ºC, por 42 dias. 

Micropartículas 
Tempo (dias) 

4,0 ºC 
7 14 21 28 35 42 

AO/I 82,3 ± 0,96 Ba 81,6 ± 0,23 Ba  81,9 ± 0,41 Ba 81,7 ± 0,11 Ba 79,8 ± 0,30 Ba 80,7 ± 0,23 Ba 
PE/I 83,9 ± 0,20 Ba 81,5 ± 0,93 Ba 81,7 ± 0,38 Ba 81,0 ± 0,26 Ba 54,9 ± 0,82 Ca 51,8 ± 0,28 Ca 
PS/I 95,2 ± 0,49 Aa 94,9 ± 0,71 Aa 94,4 ± 0,75 Aa 94,7 ± 0,07 Aa 93,9 ± 1,19 Aa 93,7 ± 0,50 Aa 

 24,0 ºC 
 7 14 21 28 35 42 

AO/I 78,6 ± 0,12 Cb 79,2 ± 0,14 Cb 75,9 ± 0,46 Cb 76,7 ± 0,16 Cb 68,2 ± 0,62 Bb 53,2 ± 0,63 Bb 
PE/I 83,2 ± 0,25 Ba 82,1 ± 0,59 Ba 83,0 ± 0,92 Ba 79,8 ± 0,29 Bb 49,3 ± 0,01 Cb 47,9 ± 0,67 Cb 
PS/I 94,3 ± 0,47 Aa 94,0 ± 0,68 Aa 93,3 ± 0,02 Aa 89,8 ± 0,08 Ab 87,2 ± 0,27 Ab 82,8 ± 0,40 Ab 

 60,0 ºC 
 7 14 21 28 35 42 

AO/I 46,0 ± 0,22 Bc 20,7 ± 0,58 Cc 21,0 ± 0,41 Cc 16,9 ± 0,46 Cc 8,5 ± 0,21 Cc 0,0 ± 0,0 Ac 
PE/I 35,7 ± 0,41 Cb 34,8 ± 0,37 Ab 25,6 ± 0,39 Ab 25,2 ± 0,78 Ac 10,0 ± 0,05 Ac 0,0 ± 0,0 Ac 
PS/I 55,0 ± 0,75 Ab 27,4 ± 0,13 Bb 23,0 ± 0,48 Bb 22,3 ± 0,51 Bc 9,3 ± 0,17 Ac 0,0 ± 0,0 Ac 

AO/I: ovoalbumina/inulina; PE/I: proteína de ervilha/inulina; PS/I: proteína isolada de soja/inulina. Médias seguidas por letras minúsculas diferentes na coluna, 
diferem entre si pelo teste Tukey (p<0,05), avaliando o mesmo material de parede em diferentes temperaturas de armazenamento. Médias seguidas por letras 
diferentes na coluna, diferem entre si pelo teste Tukey (p<0,05), avaliando os diferentes materiais de parede em cada condição de armazenamento.
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De uma forma geral, independente do material de parede utilizado, obteve-se 

uma preservação significativa dos carotenoides encapsulados e submetidos, a 4,0 ºC 

e uma degradação significativa nas micropartículas submetidas a 60,0 ºC. Nas 

micropartículas submetidas à temperatura de 24,0 ºC, o comportamento foi 

dependente do material de parede.  

Quando armazenadas a 4,0 ºC e a 24,0 ºC, todas as micropartículas 

demonstraram elevada capacidade de proteção dos carotenoides até os 42 dias de 

armazenamento, sendo que as micropartículas de proteína isolada de soja/inulina 

apresentaram percentuais de retenção significativamente superiores (90,0%, 

enquanto que nas duas últimas semanas de armazenamento apenas as 

micropartículas de proteína de ervilha/inulina apresentaram valores de retenção 

inferiores a 55,0%, em ambas temperaturas de estocagem. 

Os materiais de parede avaliados não proporcionaram proteção aos 

carotenoides encapsulados e armazenados à 60,0 ºC. Um pequeno percentual de 

retenção de carotenoides foi observado aos 7 dias de armazenamento, sendo que as 

micropartículas de proteína de soja/inulina apresentaram a maior retenção. Nos 

demais períodos de armazenamento, as micropartículas de proteína de ervilha/inulina 

conferiram maior retenção de carotenoides. No entanto, ao final do período de 

estocagem foram observados percentuais de retenção inferiores a 35,0%, para todas 

as micropartículas, ficando evidente a baixa capacidade desses materiais de parede 

em proteger os carotenoides à temperatura de 60,0 ºC. 

Na Figura 4 podem ser visualizados os resultados de estabilidade dos 

carotenoides presentes no óleo de palma microencapsulado, obtidos durante o 

armazenamento à 4,0 ºC, 24,0 ºC e 60 ºC, pelo período de 42 dias.
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Figura 4 – Carotenoides presentes no óleo de palma microencapsulado com: (A) ovoalbumina/inulina; 
(B) proteína de ervilha/inulina; (C) proteína isolada de soja/inulina, após armazenamento a 4,0 ºC, 24,0 
ºC e 60,0 ºC, por 42 dias.  
  
 

De uma forma geral, ocorreu uma degradação significativa dos carotenoides ao 

longo do período de armazenamento, independente do material de parede e da 

temperatura aplicada, assim como o relatado por outros autores (ROCHA-SELMI; 

FAVARO-TRINDADE; GROSSO, 2013; COSTA et al., 2015; BUSTAMANTE et al., 
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2016; GOMEZ-ESTACA et al., 2016) ao avaliar a estabilidade de compostos lipofílicos 

utilizando diferentes materiais de parede e temperaturas de armazenamento.  

Os carotenoides microencapsulados com ovoalbumina/inulina (Fig.4; A) 

mantiveram-se estáveis após os 7 dias de armazenamento a 4,0 ºC, apresentando 

retenção de 80,7% aos 42 dias. Quando essas micropartículas foram armazenadas a 

24,0 ºC, ocorreu uma degradação dos carotenoides a partir dos 28 dias de 

armazenamento, com retenção de 53,2% ao término da estocagem. A 60,0 ºC pode-

se observar elevada degradação dos carotenoides, que foi mais acentuada na 

primeira semana de armazenamento e continuou de forma gradual até os 42 dias.  

As micropartículas de proteína de ervilha/inulina, aos 7 dias de armazenamento 

demonstraram uma retenção de carotenoides de 83,9% e 83,2%, quando expostas a 

4,0 ºC e 24,0 ºC, respectivamente. Estes percentuais mantiveram-se estáveis até os 

28 dias, a partir dos quais foi observada uma degradação mais acentuada, atingindo 

uma retenção de 51,8% (4,0 ºC) e de 47,9% (24,0 ºC) no período final de 

armazenamento. Ao serem armazenadas a 60,0 ºC, as micropartículas de proteína de 

ervilha/inulina propiciaram intensa degradação dos carotenoides nos primeiros 7 dias 

(35,7%), que continuou a ocorrer até o término do período de armazenamento. 

Quando microencapsulados com proteína isolada de soja/inulina, os 

carotenoides do óleo de palma apresentaram elevada estabilidade a 4,0 ºC durante 

os 42 dias de estocagem, com percentuais de retenção acima de 93,0%. O mesmo foi 

observado até os 28 dias quando estas micropartículas foram submetidas a 24,0 ºC, 

obtendo-se 82,8% de retenção no final do armazenamento. Ao serem expostos a 

temperatura de 60,0 ºC, os carotenoides microencapsulados com proteína isolada de 

soja/inulina apresentaram uma degradação acentuada até os 14 dias iniciais de 

estocagem, mantendo-se estáveis até a quarta semana, e a partir da qual observou-

se uma degradação gradativa. Todas as micropartículas submetidas a 60,0 ºC 

apresentaram uma degradação de 100,0% dos carotenoides aos 42 dias de 

armazenamento.  

Assim como no presente estudo, Jain et al. (2015) observaram maior retenção 

de carotenoides na temperatura ambiente e de refrigeração, em relação a temperatura 

mais elevada, ao encapsular β-caroteno com proteína isolada do soro do leite/goma 

de acácia. As micropartículas armazenadas a 40,0 ºC demonstraram menor teor 

residual quando comparadas com as micropartículas armazenadas à 5,0 ºC e 25,0 ºC, 

durante 3 meses de armazenamento. Entretanto, esses autores observaram que a 
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40,0 ºC os percentuais de retenção de β-caroteno foram em torno de 50,0%, ao final 

do armazenamento. Rocha-Selmi; Favaro-Trindade; Grosso (2013), ao avaliarem a 

estabilidade do licopeno microencapsulado com gelatina/goma arábica, também 

relataram que a retenção dos carotenoides foi diretamente influenciada pela 

temperatura de armazenamento, sendo obtidos maiores percentuais a 10,0 ºC (em 

média 75,1%) do que a 25,0 ºC (em média 63,1%). 

Yuting et al. (2017), em estudo de estabilidade do β-caroteno encapsulado com 

proteína isolada do soro de leite/dextrana conjugada, com diferentes pesos 

moleculares, observaram diminuição na retenção de β-caroteno ao longo de 30 dias 

de armazenamento, tanto a 25,0 ºC quanto a 50,0 ºC. A temperatura elevada acelerou 

gradualmente a degradação do β-caroteno, em comparação com a retenção a 25,0 

ºC, sendo obtido em média 76,3% de retenção, em temperatura ambiente, e variações 

de 30,0 a 40,0% a 50,0 ºC, ao final do armazenamento. Yi et al. (2014) avaliaram a 

capacidade de retenção de β-caroteno utilizando proteína isolada de soja como 

material de parede e relataram uma degradação gradativa à medida que avançou o 

armazenamento à 25,0 ºC. No término dos 30 dias obtiveram 41,8% de retenção do 

β-caroteno. Este percentual de retenção foi inferior ao obtido no presente estudo, 

sugerindo que a associação da proteína isolada de soja com inulina, pode favorecer 

a estabilização da micropartícula e, consequentemente, a maior retenção de 

carotenoides. 

 
 
4.5 Conclusão 

 A utilização de proteína de ervilha e proteína isolada de soja, associadas à 

inulina, demonstraram-se eficientes para a microencapsulação de óleo de palma, 

sendo que as maiores eficiências foram obtidas para as micropartículas de proteína 

de ervilha/inulina e proteína isolada de soja/inulina. Independente do material de 

parede, todas as micropartículas apresentaram superfície lisa, sem fissuras, sendo 

possível confirmar a encapsulação do óleo pelos termogramas de DSC. As 

micropartículas de proteína isolada de soja/inulina proporcionaram maior estabilidade 

aos carotenoides do óleo de palma encapsulado, armazenadas por 42 dias, tanto na 

presença quanto na ausência de luz, como também à 4,0 ºC e 24 ºC. A 60,0 ºC, todas 

as micropartículas, independente do material de parede, apresentaram baixa 

capacidade de retenção dos carotenoides. 
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5 Considerações finais 

Foi possível microencapsular óleo de palma pela técnica de emulsão-

liofilização, obtendo-se maior eficiência de encapsulação para as micropartículas de 

proteína de ervilha e proteína isolada de soja, associadas tanto com quitosana quanto 

com inulina. Independente do material de parede, foram obtidas micropartículas de 

formato irregular, com superfície lisa e sem fissuras, sendo a encapsulação dos 

carotenoides confirmada pela técnica de DSC. 

No primeiro estudo, o perfil de liberação dos carotenoides foi dependente da 

composição do material de parede e da matriz alimentar, na qual as micropartículas 

foram aplicadas, sendo que as micropartículas de albumina bovina/quitosana e 

proteína de arroz/quitosana, aplicadas ao pudim convencional, apresentaram perfil de 

liberação controlado e adequado nas condições, gástrica ou intestinal, simuladas. No 

entanto, não foi obtido perfil de liberação adequado com qualquer das micropartículas 

testadas, quando essas foram aplicadas ao pudim instantâneo. 

No segundo estudo, as micropartículas de proteína isolada de soja/inulina 

propiciaram maior estabilidade aos carotenoides do óleo de palma, quando 

armazenadas por 42 dias, tanto na presença quanto na ausência de luz, assim como 

quando submetidas às temperaturas de 4,0 ºC e 24 ºC. Entretanto, quando 

submetidas a 60,0 ºC, todas as micropartículas, independente do material de parede, 

apresentaram baixa capacidade de retenção dos carotenoides. 
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Apêndice A – Tabelas de liberação de carotenoides em condições gastrointestinais simuladas, antes e após aplicação em 

matrizes alimentares 

 

Tabela 1 – Perfil de liberação de carotenoides do óleo de palma encapsulado, em condições gastrointestinais simuladas 

Micropartículas 
Tempo (minutos) 

0 30 60 120 180 240 300 360 

QAB 27,2±0,23D 23,5±0,40E 21,3±0,44E 38,1±0,52D 35,1±0,01C 43,5±0,16C 33,0±0,01D 35,1±0,51B 

QG 48,9±0,43C 49,0±0,52C 47,1±0,56C 86,7±0,22A 64,5±0,47A 55,6±0,19A 53,2±0,14A 52,3±0,50A 

QPA 85,6±0,36A 90,3±0,57A 90,7±0,08A 45,8±0,90C 49,2±0,21B 51,0±0,41B 34,6±0,43C 34,7±0,49B 

QPE 26,1±0,53D 41,0±0,78D 37,5±0,14D 30,3±0,17E 30,4±0,19D 28,5±0,37D 36,1±0,42B 21,8±0,11C 

QPS 64,4±0,26B 69,7±0,08B 71,6±0,35B 65,7±0,37B 25,2±0,54E 23,0±0,21E 19,7±0,48E 20,6±0,90C 

QAB: quitosana/albumina bovina; QG: quitosana/gelatina; QPA: quitosana/proteína isolada de arroz; QPE: quitosana/proteína isolada de ervilha; QPS: 
quitosana/proteína isolada de soja. Médias seguidas por letras iguais, na coluna, não diferem entre si pelo teste Tukey (p<0,05). 
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Tabela 2 - Perfil de liberação de carotenoides do óleo de palma encapsulado, em condições gastrointestinais simuladas, após 
aplicação em pudim convencional e instantâneo 

Micropartículas 
Tempo (minutos) 

0 30 60 120 180 240 300 360 

       Pudim convencional 

QAB 2,4±0,04E 7,3±0,09E 9,4±0,12E 7,3±0,26E 74,7±0,20A 79,9±0,45B 77,5±0,03B 83,8±0,43B 

QG 20,0±0,01A 50,3±0,26A 48,2±0,15A 39,7±0,19A 64,2±0,16C 64,3±0,05C 68,0±0,76C 71,8±0,01C 

QPA 7,6±0,23B 21,9±0,47B 22,8±0,57C 15,8±0,03C 66,1±0,16B 86,7±0,19A 97,8±0,17A 89,4±0,15A 

QPE 5,7±0,08C 9,0±0,80D 13,6±0,25D 13,6±0,23D 47,9±0,40D 54,2±0,91D 65,7±0,24D 63,4±0,26D 

QPS 4,2±0,03D 19,6±0,08C 24,4±0,01B 22,7±0,20B 45,9±0,13E 47,1±0,04E 42,2±0,44E 46,2±0,23E 

    Pudim instantâneo 

QAB 12,5±0,12A 27,4±0,09C 28,7±0,09D 30,1±0,17C 39,7±0,04E 69,8±0,49D 82,5±0,38A 97,7±0,18A 

QG 9,1±0,06C 54,4±0,25A 58,6±0,14A 56,8±0,02A 71,0±0,68C 73,7±0,04C 76,1±0,06C 75,2±0,21D 

QPA 2,3±0,15D 27,5±0,20C 31,7±0,26C 17,7±0,11D 56,6±0,13D 79,8±0,30A 78,3±0,04B 78,8±0,21C 

QPE 2,3±0,16D 19,8±0,08D 23,2±0,15E 12,3±0,04E 80,0±0,48A 56,8±0,12E 71,2±0,32E 54,0±0,24E 

QPS 4,7±0,11B 44,1±0,23B 52,3±0,24B 54,3±0,15B 76,1±0,02B 77,7±0,13B 74,5±0,19D 82,8±0,19B 
QAB: quitosana/albumina bovina; QG: quitosana/gelatina; QPA: quitosana/proteína isolada de arroz; QPE: quitosana/proteína isolada de ervilha; QPS: quitosana/proteína isolada de soja. 
Médias seguidas por letras maiúsculas iguais, na coluna, não diferem entre si, pelo teste Tukey (p<0,05), avaliando os materiais de parede, dentro de cada matriz alimentar 


