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RESUMO 

 

BARBOSA, Bruno Sérgio Toledo. Sistemas carreadores baseados em emulsões água em 

óleo em água (W1/O/W2) empregados no encapsulamento de ferro. 2021, 61p. Dissertação 

(Mestrado em Ciência e Tecnologia de Alimentos). Instituto de Tecnologia. Universidade 

Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2021. 

 

A anemia é uma condição clínica que afeta o desenvolvimento e a produtividade de mais de um 

terço da população mundial. Ela é causada principalmente pela deficiência do ferro na 

alimentação. Uma forma de aumentar a quantidade de ferro ingerida pela população é a adição 

desse ferro nos alimentos, a fortificação através da microencapsulação. Existem diversas 

técnicas utilizadas na microencapsulação do ferro, a emulsão dupla é uma de muitas dessas 

técnicas. Emulsões duplas água em óleo em água (W1/O/W2) são pequenas gotas de água, 

dentro de gotas maiores de óleo que estão dispersas em água. O presente trabalho investigou 

emulsões W1/O/W2 para o encapsulamento do ferro, tendo como objetivo caracterizar as 

emulsões e identificar a bioacessibilidade do ferro em simulações gastrointestinais in vitro para 

adultos e infantes. O estudo formou emulsões estáveis a partir de isolado proteico de soro e 

polirricinoleato de poliglicerol como agentes emulsificantes, goma tara como agente espessante 

e a sacarose como substância osmoticamente ativa. Emulsões duplas fabricadas a partir de 12 

% de WPI, 0,8% de goma tara e 2 % de sacarose ficaram mais estáveis por 7 dias e com alta 

eficiência de encapsulação (96,95 ± 1,00 %), além de alta bioacessibilidade na simulação 

gastrointestinal para adultos (49,54 ± 5,50 %) e infantes (39,71 ± 2,33 %). Por fim, o estudo 

apresentou que as emulsões duplas podem formar sistemas estáveis com alta bioacessibilidade 

de ferro mesmo em sistemas gástricos infantis, indicando a possibilidade da utilização de 

emulsões duplas para a fortificação de alimentos com ferro. 

 

Palavras-chave: goma tara, proteínas do soro, microencapsulação; minerais; bioacessibilidade 
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ABSTRACT 

 

BARBOSA, Bruno Sérgio Toledo. Delivery systems based on water-in-oil-in-water 

emulsions (W1/O/W2) used in iron encapsulation. 2021, 61p. Dissertation (Master in Food 

Science and Technology). Instituto de Tecnologia. Universidade Federal Rural do Rio de 

Janeiro, Seropédica, RJ, 2021. 

 

Anemia is a condition that affects the development and productivity of more than a third of the 

world's population. It is mainly caused by a deficiency of iron in the diet. One way to increase 

the amount of iron ingested by the population is the addition of this iron to food, fortification 

through microencapsulation. There are several techniques used in the microencapsulation of 

iron, double emulsion is one of many techniques. Double water-in-oil-in-water (W1/O/W2) 

emulsions are small droplets of water, within larger oil droplets that are dispersed in water. The 

present work investigated W1/O/W2 emulsions for iron encapsulation, aiming to characterize as 

emulsions and identify a bioaccessibility of iron in in vitro gastrointestinal simulations for 

adults and children. The study formed stable emulsions from whey protein isolation and 

polyglycerol polyricinoleate as emulsifying agents, tara gum as a thickening agent and sucrose 

as an osmotic active substance. Double emulsions made from 12% WPI, 0.8% tara gum and 

2% sucrose considered more stable for 7 days and with high encapsulation efficiency (96.95 ± 

1.00%), in addition to high bioaccessibility in gastrointestinal simulation for adults (49.54 ± 

5.50%) and children (39.71 ± 2.33%). Finally, the study showed that double emulsions can 

form stable systems with high iron bioaccessibility even in infant gastric systems, indicating 

the possibility of using double emulsions to fortify foods with iron. 

 

Keywords: tara gum, whey protein, microencapsulation; minerals; bioaccessibility 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Os micronutrientes, como os minerais e as vitaminas, são partes fundamentais no 

metabolismo humano, na imunidade e em outras funções do corpo humano, por isso, seu 

consumo é altamente relacionado à prevenção de doenças (BLACK, 2014; SHENKIN, 2006; 

SHERGILL-BONNER, 2017).  Hoje, mais de dois bilhões de pessoas sofrem com a falta de 

algum micronutriente, a maior parte dessas pessoas vive em países de baixa renda. Dentre os 

micronutrientes mais deficientes estão a vitamina A, iodo, zinco e ferro (WHO, 2007). 

A deficiência de ferro é uma das principais causas de anemia no mundo, cerca de 50% 

dos casos de anemia do mundo são causados por esta deficiência de ferro (BLACK, 2014; WHO 

2017). A anemia é uma condição clínica onde a concentração de hemoglobinas no sangue é 

abaixo do normal, ela afeta mais de um terço da população mundial e pode ser associada a um 

baixo desenvolvimento cognitivo e motores em crianças, além de fatiga e baixa produtividade 

(WHO, 2017; JÁUREGUI-LOBERA, 2014). Essa condição afeta boa parte da população 

mundial, principalmente em crianças e mulheres, onde estima-se que cerca de 40% das crianças 

no mundo sofrem de anemia (WHO, 2017), 

Existem duas formas principais para o combate da deficiência de ferro no corpo, uma 

delas é a utilização de suplementos alimentares, em que altas concentrações da substância alvo 

são colocadas em algum envoltório, esse suplemento deve ser consumido em pequenas 

quantidades todos os dias em adição a dieta normal. Já a fortificação é uma adição do nutriente 

na composição de um alimento (WHO, 2017; BRYSZEWSKA, 2019). A fortificação de um 

alimento pode ser uma alternativa com alto custo-benefício, e é uma opção viável para o 

combate da deficiência de ferro (BRYSZEWSKA, 2019; GERA; SACHDEV; BOY, 2012)). 

A microencapsulação é uma alternativa para fortificar alimentos com o ferro, é uma 

técnica onde produto encapsulado é revestido por uma camada externa, uma cápsula 

(ESTEVINHO; ROCHA, 2017; SHAHIDI; HAN, 1993). Existem diversos estudos sobre 

encapsulamento de ferro, Shahid e Han (1993) datam um processo de encapsulamento de 

sulfato de ferro na década de setenta. Hoje, a microencapsulação do ferro é estudada pelo uso 

de técnicas como o spray-drying (BRYSZEWSKA, 2019), emulsões simples (PRICHAPAN; 

MCCLEMENTS; KLINKESORN, 2018) e emulsões duplas (DUQUE-ESTRADA et al., 

2019). 
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As emulsões duplas podem ser água em óleo em água (W1/O/W2) que são pequenas 

gotas de água, dentro de gotas maiores de óleo que estão dispersas em água (ARTIGA-

ARTIGAS et al., 2019; DICKINSON, 2011; MCCLEMENTS, 2014). As emulsões duplas 

possuem diversas aplicações devido a sua estrutura, elas podem ser usadas para encapsular, 

proteger e possibilitar uma liberação controlada de ingredientes. É possível encapsular 

compostos solúveis de ferro na fase aquosa interior de uma emulsão dupla W1/O/W2, 

protegendo o ingrediente e mascarando seus efeitos indesejáveis no gosto (DUQUE-

ESTRADA et al., 2019; ILYASOGLU BUYUKKESTELLI; EL, 2019a). 

Emulsões duplas são sistemas termodinamicamente instáveis, tendendo a separar suas 

fases por diversos mecanismos físico-químicos, por isso é necessária a utilização  de 

substâncias, que tem como objetivo aumentar sua estabilidade e impedir a separação de fase  

(HU et al., 2017). Emulsificantes tem o poder de se adsorver na interface óleo-água da emulsão 

e impedir a agregação das gotas, esses emulsificantes podem ser tanto hidrofóbicos ou 

hidrofílicos, dependendo da parte em que eles tem mais afinidade (MCCLEMENTS; JAFARI, 

2018; METTU; WU; DAGASTINE, 2018). Emulsões duplas necessitam dos dois 

emulsificantes para uma maior estabilidade, sendo a fase interna, água em óleo, necessitando 

de um emulsificante hidrofóbico e a emulsão externa, água em óleo em água, de um 

emulsificante hidrofílico. 

Além de emulsificantes, polissacarídeos podem ser usados como agentes espessantes, 

sendo eles agentes que aumentam a viscosidade da fase contínua de uma emulsão, dificultando 

a interação entre as gotas, galactomananas como a goma tara possuem características de agentes 

espessantes (DICKINSON, 2010).   

Mesmo que estudos mostrem que é possível encapsular o ferro com boa eficiência e 

estabilidade, ainda são necessários trabalhos sobre o efeito da goma tara como espessante em 

uma emulsão dupla. Além disso, estudos sobre a bioacessibilidade ferro são escassos, e não 

foram encontrados trabalhos para identificar a bioacessibilidade do ferro em emulsões duplas 

em sistemas simulados gastrointestinais infantis. Assim, o presente trabalho visa propor uma 

cápsula de ferro com alta eficiência e bioacessibilidade visando uma possível aplicação em 

alimentos fortificados com ferro.  
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1.1 Objetivo Geral 

 

O presente trabalho tem como objetivo a encapsulação de ferro empregando a técnica 

de emulsão dupla água em óleo em água (W1/O/W2) formada por biopolímeros (isolado 

proteico de soro de leite, goma tara) como sistema carreador. 

 

1.2 Objetivos Específicos 

 

• Estudo da formação da emulsão dupla W1/O/W2 formada por biopolímeros 

(proteínas e goma tara) e açúcar como substância osmoticamente ativa. 

 

• Caracterização da emulsão W1/O/W2 cineticamente estável e mais eficiente no 

encapsulamento de ferro.  

 

• Avaliar a bioacessibilidade do ferro encapsulado na emulsão W1/O/W2 durante a 

simulação gastrointestinal in vitro de adultos e infantes. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

2.1 Microencapsulação 

 

A microencapsulação é uma técnica em que gotas, partículas ou gases são capturados 

em um agente encapsulante. Esses compostos são incorporados em um material de revestimento 

ou inseridos em uma matriz homogênea ou heterogênea para formar pequenas cápsulas 

(ESTEVINHO; ROCHA, 2017). Na microencapsulação há o material encapsulado e a 

substância que captura o material encapsulado, que é chamada de material de parede. O material 

de parede é normalmente insolúvel e não reage com o material encapsulado, ele também deve 

ser de baixo custo, não tóxico e biodegradável (YE; GEORGES; SELOMULYA, 2018), a 

massa da microcápsula é composta por 1 a 80% do material de parede e pode ser feito por 

diversos materiais como gomas, açucares, proteínas e polissacarídeos (GAONKAR et al., 

2014). Na microencapsulação, existem duas conformações possíveis para as cápsulas, as 

microcápsulas e as microesferas. As microcápsulas são estruturas em que o material de parede 

somente envolve o núcleo. As microesferas são estruturas que há a presença do núcleo no 

material de parede. Essas configurações podem impactar na estabilidade e na eficiência da 

encapsulação (CASTRO-ROSAS et al., 2017; GAONKAR et al., 2014). 

A microencapsulação é uma técnica bastante utilizada em diversos tipos de indústria, 

seja ela a alimentícia, têxtil, farmacêutica, cosmética e agroquímica. Esse procedimento 

permitiu que se fosse utilizado, nessas indústrias, diversos tipos de substâncias que antes seriam 

inviáveis, como compostos sensíveis ao calor e ao pH (RIBEIRO; ESTEVINHO; ROCHA, 

2019). A indústria alimentícia é uma das principais áreas em que a tecnologia de 

microencapsulação é utilizada, o que  se deve a crescente demanda dos consumidores  por 

alimentos funcionais (PAULO; SANTOS, 2017). Diversos tipos de ingredientes ativos foram 

adicionados aos alimentos utilizando técnicas de microencapsulação, como por exemplo: óleo 

de peixe (MORALES-MEDINA et al., 2016), vitaminas (CHALELLA MAZZOCATO; 

THOMAZINI; FAVARO-TRINDADE, 2019), minerais (BRYSZEWSKA, 2019) e 

microrganismos (JANTARATHIN; BOROMPICHAICHARTKUL; SANGUANDEEKUL, 

2017).  

Um dos principais objetivos da microencapsulação na indústria de alimentos é a 

liberação dos ingredientes ativos de uma forma em que eles sejam absorvidos pelo sistema 

digestivo, por isso, as microcápsulas devem impedir a degradação desse ingrediente ativo na 
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digestão (YE; GEORGES; SELOMULYA, 2018). Outros objetivos da microencapsulação são 

a proteção dos ingredientes ativos contra luz, umidade, oxigênio, mascarar sabores e odores 

indesejáveis e aumentar a solubilidade desses ingredientes (PARTHASARATHI; 

ANANDHARAMAKRISHNAN, 2016). 

Existem diversos processos de microencapsulação, como o spray-drying, spray cooling, 

spray chiling, freeze-drying, extrusão, coaservação, extrusão centrífuga, inclusão molecular, 

além de técnicas utilizando emulsões, como emulsões água em óleo e emulsões duplas 

(ESTEVINHO; ROCHA, 2017). 

 

2.2 Emulsões 

 

Uma emulsão consiste na mistura homogênea de dois líquidos imiscíveis, sendo um 

líquido está espalhado em forma de gostas (fase dispersa) no outro líquido (fase contínua). Em 

alimentos, normalmente as emulsões são formadas por óleo e água, alguns exemplos são a 

maionese, leite e a salsicha. (FREDRICK; WALSTRA; DEWETTINCK, 2010; ILYASOGLU 

BUYUKKESTELLI; EL, 2019a; MCCLEMENTS, 2014). A produção de uma emulsão é feito 

através do processo de homogeneização, um processo em que se aplica energia suficiente à 

interface da solução e quebra um líquido em partículas menores. No geral, quanto maior a 

energia aplicada no sistema, menor o tamanho da partícula (HU et al., 2017). Dependendo da 

concentração dos componentes, número de etapas da formação e da eficiência do equipamento 

homogeneizador para reduzir o tamanho da partícula, é possível obter emulsões simples água 

em óleo (W/O, do inglês water in oil), óleo em água (O/W, do inglês oil in water), 

nanoemulsões, emulsões de multicamada, emulsões duplas e outras (TAMILVANAN, 2004). 

 

2.2.1 Emulsões duplas 

 

Uma emulsão dupla é uma emulsão, dentro de uma emulsão, é um sistema onde existem 

emulsões W/O e emulsões O/W ao mesmo tempo, ou seja, emulsões água em óleo em água, 

consistem em pequenas gotas de água, dentro de gotas maiores de óleo que estão dispersas em 

água. Ela pode ser tanto água em óleo em água (W/O/W) quanto óleo em água em óleo 

(O/W/O). Esse tipo de emulsão possui duas interfaces, a interna, no caso entre a água e o óleo, 

e a externa, entre o óleo e a água, isso, são necessários dois tipos de emulsificantes para 
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estabilizar a emulsão (ARTIGA-ARTIGAS et al., 2019; DICKINSON, 2011; MCCLEMENTS, 

2014). 

Uma das características desse sistema é que há a possibilidade de encapsular produtos 

lipofílicos e hidrofílicos no mesmo sistema, os ingredientes hidrofílicos são capturados pela 

fase interna e os ingredientes lipofílicos são capturados na fase externa. Sendo assim, as 

emulsões duplas são bastante utilizadas para encapsular nutrientes hidrofílicos, como minerais 

solúveis em água, além de evitar o off-flavor, já que os ingredientes na fase interna não são 

percebidos enquanto estão na boca. O ferro é um ingrediente que pode ser beneficiado com essa 

técnica (ILYASOGLU BUYUKKESTELLI; EL, 2019a; MCCLEMENTS, 2014). A Tabela 1 

apresenta diversos estudos sobre microencapsulação através de emulsões duplas presentes na 

literatura. 

 

2.2.2 Estabilidade de emulsões 

 

As emulsões são sistemas instáveis, que tendem a separar suas fases com tempo devido 

a diversos processos de separação como a cremeação, sedimentação, floculação, coalescência 

e a maturação de Ostwald. Esses processos ocorrem ao mesmo tempo em uma emulsão e, além 

disso, um mecanismo pode estimular outros mecanismos a ocorrer. A Figura 1 apresenta  um 

diagrama dos processos que geram a separação de fases de uma emulsão (FREDRICK; 

WALSTRA; DEWETTINCK, 2010; HU et al., 2017; MCCLEMENTS, 2014). 

A cremeação e a sedimentação são processos de separação gravitacional que ocorre a 

partir da diferença de densidades da fase contínua e da fase dispersa. A fase dispersa tende a se 

mover para o topo do sistema quando tem uma densidade menor que a fase contínua, esse efeito 

é chamado de cremeação, já a sedimentação ocorre quando a fase dispersa é mais densa que a 

fase contínua, movendo a fase dispersa para o fundo do sistema (FREDRICK; WALSTRA; 

DEWETTINCK, 2010; MCCLEMENTS, 2014). 

Os processos de floculação e coalescência são processos de agregação, que ocorre 

quando as forças das interações atrativas são maiores que as forças de interações repulsivas, 

formando o agrupamento das gotas da fase dispersa. A floculação é a agregação de duas ou 

mais gotas que ainda mantém suas integridades individuais. Já a coalescência ocorre quando as 

gotas se unem e formam uma gota maior (FREDRICK; WALSTRA; DEWETTINCK, 2010; 

MCCLEMENTS, 2014). 
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Já o processo de maturação de Ostwald ocorre quando gotas maiores crescem a partir 

de gotas menores devido à difusão molecular da fase dispersa através da fase contínua 

(FREDRICK; WALSTRA; DEWETTINCK, 2010; MCCLEMENTS, 2014). 

  

 

Figura 1 Diagrama de processos que causam instabilidade em emulsões. 
Fonte: Adaptado de MCCLEMENTS, 2014 

 

Além desses mecanismos de instabilidade, emulsões duplas podem ter mais dois tipos 

de instabilidade em função das suas duas interfaces, sendo elas o efeito da coalescência e o 

efeito da difusão. A Figura 2 apresenta esses mecanismos de instabilidade em emulsões duplas. 

A coalescência e a difusão podem ocorrer de três formas em uma emulsão dupla W1/O/W2, 

entre as fases internas W1-W1, entre as fases de óleo O-O e entre as fases internas e externas de 

água W1-W2 (DICKINSON, 2010; LEISTER; KARBSTEIN, 2020). A coalescência das fases 

W1-W1 e O-O ocorrem da mesma forma que a coalescência de emulsões simples, a coalescência 

da fase W1-W1 não gera grande mudança no comportamento de uma emulsão dupla, porém, 

gotas maiores na fase interna de uma emulsão podem influenciar em interações de coalescência 

entre as fases W1-W2 (DICKINSON, 2010; LEISTER; KARBSTEIN, 2020). 
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Tabela 1 Estudos sobre microencapsulação de ingredientes bioativos hidrofílicos através de emulsões duplas (W1/O/W2) (continua). 

 

Emulsão W1/O 

interior  

Emulsão 

W1/O/W2 

Material 

encapsulado 
Objetivos Análises Referência 

Cloreto de Sódio 
Miglyol 812 
PGPR  

Tween 20 
CMC 
Cloreto de Sódio 

Resveratrol Preparo de um produto com alto teor 

de resveratrol e uma alta taxa de 

eficiência de encapsulação utilizando 

emulsões duplas. 

Caracterização da emulsão 
Estabilidade da emulsão 
Análises reológicas 
 

 

 

Matos et al. 

2018 

Óleo de Canola 
PGPR 

Tween 80 

Rebaudiosídeo A  
Vitamina C Encapsulação da vitamina C em um 

modelo utilizando emulsões duplas. 
Caracterização da emulsão 
Estabilidade da emulsão 
Comparação entre emulsões 

duplas e emulsões O/W 
Análise de tratamento com calor. 
 

Kheynoor et al. 

2018 

FPH  
Cloreto de Sódio 
Óleo de peixe 
PGPR  
 

WPC  
Inulina  

Vitamina B12 Otimização de uma formulação de alta 

estabilidade de emulsões duplas 

usando metodologia de superfície de 

resposta. Fortificação de um iogurte 

com microcápsulas obtidas da 

formulação encontrada. 

Avaliação de estabilidade; 
Avaliação sensorial; 
Design experimental. 

Jamshidi et al. 

2019 

Solução tampão de 

fosfato 
Óleo de milho 
PGPR 

Solução tampão de 

fosfato 
Antocianina Identificação da eficácia das emulsões 

duplas para encapsular, proteger e 

reter antocianina. 

Análise de cor 
Determinação do tamanho da 

partícula e carga 
Análise microestrutural 
Análise reológica 
Medição de vazamento de 

antocianina 

 

Liu et al. 2019 
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Tabela 1 - Continuação 

 

Emulsão W1/O 

interior  

Emulsão 

W1/O/W2 

Material 

encapsulado 
Objetivos Análises Referência 

Óleo de girassol 
PGPR 

Glicose 
Tween 20 

Sulfato de 

ferro 
Identificação da eficiência de emulsões 

duplas para encapsular ferro e a 

influência do PGPR na estabilidade 

dessas emulsões 

Análise do tamanho da gota 
Morfologia 
Eficiência de encapsulação 
Estabilidade Oxidativa 

 

Duque-Estrada 

et al. 2019 

Propilparabeno 
Óleo de Soja 
Span 80 
 

WPC 
Pectina 

Oleuropeína Encapsulação da oleuropepina por 

emulsões duplas estabilizadas por 

complexos de pectina-WPC e 

preparadas por sonificação. 

Tamanho e potencial Zeta das 

partículas 
Conteúdo de Oleuropeína 
Eficiência de Encapsulação 
Análise de liberação 
Morfologia da emulsão 
 

Gharehbeglou et 

al. 2019 

Cloreto de Magnésio 
Caseinato de sódio 
PGPR 
Azeite  

Caseinato de 

sódio 
 

Cloreto de 

sódio 
Formulação e caracterização de 

emulsões W/O e duplas, em que o sal se 

encontra na fase externa. 

Estabilidade cinética 
Tamanho da gota 
Microscopia ótica 
Análise reológica 
Análise de digestão 
Análise sensorial  

 

Ilyasoglu 

Buyukkestelli; 

El, 2019b 

Cloreto de Sódio 
Óleo de milho 
PGPR 

Cloreto de sódio 
Tween 20 
Tween 80 ou  
Lecitina 

Extrato de 

casca de 

manga 

Investigação da estabilidade do extrato 

de casca de manga encapsulado por 

emulsões duplas e o efeito dos 

surfactantes na estabilidade e 

propriedades de encapsulação da 

emulsão. 

Tamanho da gota e sua 

distribuição 
Viscosidade e estabilidade da 

emulsão 
Eficiência e estabilidade da 

encapsulação 
CLSM 

Velderrain-

Rodríguez et al. 

2019 
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Tabela 1 - Continuação 

 

Emulsão W1/O 

interior  
Emulsão W1/O/W2 

Material 

encapsulado 
Objetivos Análises Referência 

Cloreto de sódio 
Óleo de canola 
PGPR 

Azida de Sódio 

Tween 80 

 

Peptídeo 

Bioativo 
 

Formação de emulsões duplas que 

melhorem a estabilidade física e 

química de peptídeos bioativos 

Tamanho e potencial Zeta 

das partículas 
Eficiência de Encapsulação 
Microscopia ótica 

 

Choi et al. 2020 

Óleo MCT 

Span 60 

Lecitina 

PGPR 

Amido 

Maltodextrina 

Peptídeos de 

soja 

Utilização de emulsões duplas para o 

desenvolvimento de microcápsulas 

contendo alto teor de peptídeos  

Tamanho de partícula 
Morfologia 
Eficiência de encapsulação 
 

Ying et al. 2021 

Óleo de soja 

PGPR 

Tween 80 

Lecitina 

Pectina 

Proteína de feijão 

preto 

Insulina 

Quercetina 

Coencapsulação de ingredientes 

hidrofílicos e hidrofóbicos em uma 

emulsão dupla 

Tamanho de partícula e 

potencial Zeta 

Estabilidade e atividade de 

emulsão 

Eficiência de encapsulação 

Propriedades reológicas 

Estabilidade oxidativa 

Bioacessibilidade  

Han et al. 2022 

 

Legenda: W/O - água em óleo; AOT – sal de sódio de Dioctilsulfossuccinato; CLSM - Microscopia confocal de varredura a laser (Confocal Laser Scannig Microscopy); - 

FPH - Hidrolisado de proteína de peixe (Fish Protein Hydrolistate); PGPR - Polirricinoleato de poliglicerol; O/W - óleo em água; WPC - Proteína do soro de leite concentrada 

(Whey Protein Concentrate). 
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Figura 2 Diagrama de mecanismos de instabilidade de emulsões duplas W1/O/W2. 
Fonte: Adaptado de LEISTER E KARBSTEIN (2020)  

 

A coalescência das fases W1-W1 e O-O ocorrem da mesma forma que a coalescência de 

emulsões simples, a coalescência da fase W1-W1 não gera grande mudança no comportamento 

de uma emulsão dupla, porém, gotas maiores na fase interna de uma emulsão podem influenciar 

em interações de coalescência entre as fases W1-W2 (DICKINSON, 2010; LEISTER; 

KARBSTEIN, 2020). A coalescência entre a fase O-O transforma a emulsão dupla por 

completo, maiores gotas de óleo tendem a cremear mais rápido, além disso, há uma mudança 

na viscosidade da emulsão como todo, facilitando mais os efeitos de separação gravitacional, 

levando eventualmente a uma separação de fases (DICKINSON, 2010; LEISTER, 

KARBSTEIN, 2020). Por último, a coalescência entre a fase W1-W2 gera mudanças críticas na 

emulsão, por ser a coalescência das gotas da fase interna da emulsão na fase externa da emulsão 

ela gera a liberação da água, e por consequência do material encapsulado, gerando 

eventualmente uma quebra do sistema W1/O/W2, gerando emulsões simples O/W 

(DICKINSON, 2010; LEISTER, KARBSTEIN,2020). 

O fenômeno de difusão ocorre pela diferença de pressão capilar entre as gotas, essa 

diferença gera a maturação de Ostwald, onde gotas maiores tendem a crescer e gotas menores 

a diminuir. Esse fenômeno ocorre nas fases W1-W1 e O-O da mesma forma que ocorreria em 

emulsões simples (DICKINSON, 2010; LEISTER, KARBSTEIN, 2020). A difusão entre fases 

W1-W2 é um fator crucial em emulsões duplas, pois dependendo da diferença de pressão 

osmótica entre as fases, as gotas da fase interna podem inchar ou diminuir de tamanho, quando 
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são inchadas, há uma perda  de água na fase externa, o que aumenta a fase de óleo na emulsão, 

aumentando a viscosidade do sistema e a instabilidade na fase interna da emulsão, quando as 

gotas da fase interna diminuem, há a perda do ingrediente ativo encapsulado e um aumento da 

fase aquosa externa, o que diminui a viscosidade do sistema e aumenta a instabilidade por 

separação gravitacional (DICKINSON, 2010; LEISTER; KARBSTEIN, 2020; MEZZENGA; 

FOLMER; HUGHES, 2004).  

Fatores de instabilidade em uma emulsão dupla podem facilitar o surgimento de outros 

fatores de instabilidade e eles podem ocorrer simultaneamente, por isso, é necessário a 

utilização de substâncias que ajudem uma emulsão a se manter estável, impedindo esses fatores 

de ocorrer, para isso são utilizados em uma emulsão duplas diferentes  agentes emulsificantes, 

agentes espessantes e substâncias osmoticamente ativas (LEISTER; KARBSTEIN, 2020; 

MUSCHIOLIK; DICKINSON, 2017; NEUMANN; VAN DER SCHAAF; KARBSTEIN, 

2018). 

 

2.2.3 Agentes emulsificantes 

 

Agentes emulsificantes são substâncias capazes de se adsorver em interfaces óleo- água 

e impedir a agregação das gotas da emulsão, por floculação ou coalescência. Os agentes 

emulsificantes mais comuns são os surfactantes e os biopolímeros anfipáticos 

(MCCLEMENTS, 2004, 2008; NGWULUKA et al., 2015; WU et al., 2015). 

Surfactantes são pequenas moléculas que possuem uma parte hidrofóbica, com 

afinidade ao óleo, e uma parte hidrofílica, com afinidade à água. Essas moléculas se adsorvem 

na interface de uma emulsão pela conformação de suas partes, orientando-se para os pontos 

onde são encontrados a água ou o óleo. Uma vez adsorvida, o surfactante impede a agregação 

das gotas da emulsão, a partir de uma força de repulsão entre suas partes. Biopolímeros 

anfipáticos são cadeias monoméricas, como as proteínas e os polissacarídeos, que possuem uma 

parte hidrofílica e hidrofóbica. Quando esses biopolímeros estão dissolvidos em solução 

aquosa, essas partes hidrofílicas e hidrofóbicas são expostas, e a partir de interação 

hidrofóbicas, elas se conformam e adsorvem na superfície da emulsão (BOUYER et al., 2012; 

MCCLEMENTS, 2004; MCCLEMENTS; JAFARI, 2018). 

Um emulsificante ideal deve rapidamente adsorver na superfície das gotas durante a 

homogeneização, formando uma camada nessa interface, protegendo as gotas contra agregação, 

essa superfície criada também deve diminuir a tensão interfacial do sistema. Diversos produtos 
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podem exibir essa característica e ser usado como agentes emulsificantes, os biopolímeros 

como as proteínas, polissacarídeos e complexos, e os surfactantes como Tweens e o PGPR 

(DICKINSON, 2010; MCCLEMENTS, 2008). 

Proteínas são moléculas que rapidamente adsorvem a interface das gotas e formam finas 

camadas carregadas eletricamente, impedindo assim mecanismos de agregação. Elas podem 

adotar diferentes conformações dependendo da sua estrutura molecular. Diferentes proteínas 

podem ser utilizadas como emulsificantes, sendo as mais comuns as proteínas do leite (caseínas 

e soro), da soja e do ovo. Normalmente possuem características hidrofílicas, sendo mais 

utilizadas como emulsificantes em emulsões O/W (BURGER; ZHANG, 2019; OZTURK; 

MCCLEMENTS, 2016). 

 As proteínas do soro do leite (Whey proteins) são normalmente encontradas como um 

subproduto da produção de queijos, são proteínas globulares do leite que ainda se encontraram 

solúveis após a precipitação da caseína. Elas são importantes ingredientes devido à sua 

qualidade nutricional, baixo custo e grandes qualidade funcionais (ADJONU et al., 2014; BAI 

et al., 2019). O soro do leite pode ser dividido em duas categorias principais, dependendo de 

diversos fatores como tipo de queijo, tratamento térmico, armazenamento e outros, podendo ser 

um soro de leite ácido ( pH <5,1) ou um soro de leite doce ( pH >5,1), soro de leite ácidos tem 

maior concentração de cálcio e cinzas (SMITHERS, 2015; TEIXEIRA et al., 2019). 

O soro do leite tem um conjunto de diferentes proteínas em sua composição, geralmente 

consistindo em  β-lactoglobulina, α-lactalbumina, albumina de soro bovino, lactoferrina e 

outras imunoglobulinas, sendo a mais abundante a β-lactoglobulina (MEHRA et al., 2021; 

SIMIQUELI et al., 2019). As proteínas do soro do leite também são comumente isoladas, 

formando substâncias mais concentradas em proteínas a partir de diferentes processos de 

filtração, podendo variar entre concentrado de proteína de leite (WPC), isolado de proteína de 

leite (WPI), além de outros produtos produzidos a partir de outras técnicas (TSERMOULA et 

al., 2021). O WPC possui níveis de proteína entre 65 e 70% da massa total da substância, 

enquanto o WPI pode possuir até mais que 90% de concentração de proteína, essa quantidade 

é alcançada a partir de diferentes técnicas de purificação para remoção da lactose e gordura, a 

composição do WPI tipicamente é de aproximadamente 70,2% de  β- lactoglobulina, 14,3% de 

α-lactalbumina, 8,6% de albumina e 6,9% de imunoglobulinas (MEHRA et al., 2021; 

TEIXEIRA et al., 2019). 

O polirricinoleato de poliglicerol (PGPR) é um emulsificante não-iônico vastamente 

usado em alimentos, possui um HLB entre 2 e 4, sendo assim um emulsificante lipofílico, mais 
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indicado para a formação de emulsões W/O. É formado pela esterificação do glicerol 

polimerizado com óleo de mamona condensado.  O PGPR é geralmente reconhecido como 

seguro para alimentos, GRAS (Generally Recognized As Safe),porém, a legislação brasileira 

impõe um limite máximo de 0,1 g/100g (METTU; WU; DAGASTINE, 2018; OKURO et al., 

2019; BRASIL, 2008). 

 

2.2.3.1 Balanço hidrofílico-lipofílico dos emulsificantes 

 

O balanço hidrofílico-lipofílico (HLB) é um método semi-empírico de classificação de 

emulsificantes. O HLB é um número que indica a afinidade de um emulsificante para uma fase 

aquosa e uma fase de óleo (MCCLEMENTS, 2004; METTU; WU; DAGASTINE, 2018). Ele 

pode ser descrito pela Equação (1): 

𝐻𝐿𝐵 = 7 + ∑𝐻𝐹𝐼 − ∑𝐻𝐹𝑂  (1) 

onde HFO são os grupos hidrofóbicos e HFI são os grupos hidrofílicos.  

Sendo assim, o HLB é uma indicação da solubilidade do emulsificante em uma fase de 

água ou óleo, um alto valor de HLB (>10) é predominantemente hidrofílico, se dissolvendo 

preferencialmente em água e estabilizando emulsões onde a fase contínua contém água. Já um 

baixo HLB (<6), o emulsificante é hidrofóbico, solubiliza-se em óleo e estabiliza emulsões 

onde a fase contínua contém óleo. Valores intermediários de HLB apresentam emulsificantes 

sem preferências a óleo ou água. Normalmente, surfactantes alimentares têm o HLB variando 

de 1 a 20 (MCCLEMENTS, 2004; METTU; WU; DAGASTINE, 2018; ZAFEIRI et al., 2017). 

 

2.2.3.2 Tensão interfacial 

 

A tensão interfacial é uma importante propriedade no estudo de coloides, descrevendo 

fenômenos de  formação, forma e estabilidade de líquidos, em emulsões é possível identificar 

interações entre moléculas e a interface (BERRY et al., 2015; MILLER; AKSENENKO; 

FAINERMAN, 2017). Sendo assim, tensão interfacial é a descrita como a medida de energia 

necessária para formar uma unidade de área de interface de dois líquidos imiscíveis, sendo sua 

unidade  J/m², porém, se é mais utilizado sua unidade equivalente N/m (BERRY et al., 2015). 

Durante a formação de emulsões, há uma formação das gotas da fase dispersa na fase 

contínua, esse fenômeno é termodinamicamente desfavorável, portanto, a formação de gotas da 

emulsão resulta em uma energia livre no sistema, que é diretamente proporcional entre a energia 
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da interface da emulsão e a área superficial gerada pela interface (SCHROËN; DE RUITER; 

BERTON-CARABIN, 2020), como pode ser visto pela Equação (2): 

∆𝐺 = 𝛾∆𝐴    (2) 

onde γ é tensão interfacial e ΔA é a variação da área superficial do sistema, ΔG é a energia livre 

no sistema e em emulsões é sempre positiva, o que indica que a emulsão sempre é um sistema 

desfavorável e tende a separação de fases (MCCLEMENTS, 2004). 

Assim, é vital o entendimento e o controle da tensão interfacial para a formação de 

emulsões mais estáveis, para isso são utilizados agentes emulsificantes, que por interagirem na 

interface, diminuem a tensão interfacial do sistema, pois interações  emulsificante-água e 

emulsificante-óleo são mais favoráveis termodinamicamente (MCCLEMENTS, 2004; 

SCHROËN; DE RUITER; BERTON-CARABIN, 2020).  

Para o determinar quantitativamente a tensão interfacial foram criados diferentes 

métodos, sendo os principais o prato de Wilhelmy e volume da gota (BERRY et al., 2015; 

SCHROËN; DE RUITER; BERTON-CARABIN, 2020) 

A técnica de medição do prato de Wilhelmy se baseia na força gerada pelos líquidos, o 

prato é colocado no menisco do líquido. Pela força gerada no prato (DRELICH; FANG; 

WHITE, 2002), é possível obter a tensão interfacial pela Equação (3): 

𝛾 =
𝐹

2(𝐻+𝐿)𝑐𝑜𝑠𝜃
    (3) 

em que F é a força no prato, θ o ângulo de contato do prato e L e H são as medidas do prato, 

como é descrito na Figura 3. 

 

Figura 3 Esquema do método  de prato de Wilhelmy 

Fonte: Adaptado de DRELICH, FANG, WHITE, 2002 

A técnica de medição da tensão interfacial pela forma da gota se baseia na medição de 

um fator adimensional, número de ligação, que é obtido pelas medidas da gota. A técnica 
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depende apenas de uma agulha para a formação da gota, uma câmera e uma fonte de luz, a 

Figura 4 apresenta a configuração da técnica.   

 

Figura 4 Configuração de funcionamento de um tensiômetro de formato de gota 

Fonte: Adaptado de BERRY et al., 2015 

 

A Figura 5 apresenta um esquema da gota analisada pelo método, assim como seus 

parâmetros, que são necessários para obter o valor do número de ligação e da tensão interfacial. 

Na imagem é descrito o raio da gota (Ro), a circunferência da gota (S) o ângulo tangente a 

curvatura da gota (φ), a densidade da gota (ρd), a densidade do meio (ρ) e os eixos z e r. O 

valor do  número de ligação (Bo) é obtido através dos parâmetros da gota pelas Equações (4), 

(5) e (6): 

 

𝑑𝜑

𝑑𝑠̅
= 2 − 𝐵𝑜𝑧̅ −

sin 𝜑

𝑟̅
  (4) 

𝑑𝑟̅

𝑑𝑠̅
= cos 𝜑   (5) 

𝑑𝑧̅

𝑑𝑠̅
= sin 𝜑   (6) 

 

A tensão interfacial é diretamente proporcional ao número de ligação, ao raio da gota e 

da diferença de densidade entre os líquidos, como é apresentado na Equação (7): 

 

𝐵𝑜 =
∆𝜌𝑔𝑅0

2

𝛾
       (7) 

 

em que Δ𝜌 é a diferença de densidade entre os líquidos, g é a acelaração da gravidade e γ a 

tensão interfacial. 
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Figura 5 Parâmetros da gota em um tensiômetro 

Fonte: Adaptado de BERRY et al., 2015 

 

2.2.4 Agentes espessantes 

 

Agentes espessantes são produtos que tem como principal função o aumento da 

viscosidade da fase contínua da emulsão, reduzindo taxas de cremeação e sedimentação, 

mantendo assim sua estrutura, logo aumentando sua estabilidade (ARANCIBIA et al., 2017; 

MCCLEMENTS, 2004).  Polissacarídeos, como carragena, alginatos e gomas, e proteínas, 

como gelatinas e caseínas, são comumente utilizados como agentes espessantes 

(MCCLEMENTS, 2004), por terem  massas molares mais altas e poucas propriedades 

hidrofóbicas, fazendo com que eles não adsorvam a  interface de uma emulsão, mas sim se 

dispersando na fase contínua da emulsão, aumentando sua viscosidade e  formando redes que 

se ligam as gotas, diminuindo seu movimento (MCCLEMENTS, 2000; SHAO et al., 2020).  

López-Castejón et al. (2019) utilizaram inulina, um polissacarídeo natural, como agente 

espessante, observando uma melhora na consistência das emulsões O/W à medida que foi 

aumentando a concentração do polissacarídeo. Gomas também são utilizadas como agentes 

espessantes, Chivero et al. (2015) formaram emulsões O/W com uma melhor estabilidade 

cremeação ao adicionar goma xantana e goma guar na fase contínua da emulsão, além dessas 

gomas, outras galactomananas podem ser utilizadas como agentes espessantes, como a goma 

alfarroba e a goma tara. 
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2.2.4.1 Goma tara 

 

Galactomananas são polissacarídeos formados por um eixo estrutural de manose ligado 

a um grupo estrutural de galactose, a Figura 6 apresenta a estrutura geral das galactomanas. 

Esses polissacarídeos são obtidos a partir de sementes de dicotiledôneas e diferem entre si pela 

relação entre manose e galactose em sua estrutura, sendo as principais galactomanas a goma 

guar, alfarroba, feno grego e tara (PRAJAPATI et al., 2013; WU et al., 2009).  

 

 

Figura 6 Estrutura geral de uma galactomanana. 
Fonte: Adaptado de PRAJAPATI et al., 2013. 

 

A goma tara é uma galactomana extraída das árvores Tara (caesalpinina spinos) que 

pode ser encontrada em diversos países da América do Sul, porém tem o Peru como maior 

produtor. As árvores de Tara tem entre 3~10m de altura, e produz vagens indeiscentes de 

tamanho entre 6~10 cm (JEPSON;HICKMAN, 1993, PRAJAPATI et al., 2013).  

A produção da goma tara é feita a partir da moagem do endosperma das vagens em uma 

espécie de farinha. Após a moagem, essa farinha passa por um processo de aquecimento em 

atlas temperaturas por 45 segundos para se retirar a casca e o embrião da semente (cerca de 

78% de toda a semente), após esse processo, a goma tara se encontra em um pó branco 

(MATHUR, 2012, WUESTENBERG, 2015). A composição da goma pode variar dependendo 

da manufatura da goma, Wu et al.(2009) a composição da goma tara em 12,37% de umidade, 

0,71% de proteínas e 0,77% de cinzas. 

A proporção de manose e galactose da goma  tara é de 3:1, a  Figura 7 apresenta a 

estrutura da goma tara, consistindo em uma cadeia principal de manose ligado em 𝛽(1→4) com 

cadeias laterais de galactose ligados em  𝛼(1→6) (WU et al. 2015, WUESTENBERG, 2015). 

A goma tara é apenas 80%  solúvel em água a 25º C, sendo totalmente solúvel em água quente. 
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Sua solução é neutra e possui característica pseudoplástica, sua viscosidade se mantém 

constante por uma grande faixa de pH (PRAJAPATI et al., 2013, WUESTENBERG, 2015). 

Devido a sua alta capacidade de se ligar a água, a goma tara pode formar soluções 

altamente viscosas mesmo em baixas concentrações sem formar géis, devido a essa propriedade 

a goma tara pode ser utilizada como um agente espessante (WU et al., 2009; WU; DING; HE, 

2018; ZHANG et al., 2019). A goma tara não é digerida por enzimas no corpo e não possui 

efeitos negativos no corpo (WUESTENBERG, 2015, BORZELLECA et al., 1993), no Brasil, 

a goma tara é definida como aditivo alimentar pela ANVISA na categoria de espessante e 

estabilizante (BRASIL, 2010). 

A principal galactomana utilizada em diversos trabalhos reportados na literatura é a 

goma guar, poucos estudos foram realizados com outras galactomanas, sendo assim, em razão 

de suas características funcionais e por ser um produto relativamente novo, a goma tara foi 

utilizada como agente espessante no presente estudo. 

0 

 

Figura 7 Estrutura da goma tara 

Fonte: Adaptado de MA et al., 2015. 

 

2.2.5 Substância osmoticamente ativa 

 

Para impedir fenômenos de difusão em emulsões duplas, é necessário um balanço da 

pressão osmótica entre as fases da emulsão, para isso, são utilizados substâncias osmoticamente 

ativas (OAS, do inglês Osmotic Active Substance), para diminuir a diferença de pressão. Essas 

substâncias, como açucares e sais,  geram uma pressão osmótica em algumas das fases, por isso 

são utilizadas para gerar o equilibro (NEUMANN; VAN DER SCHAAF; KARBSTEIN, 2018; 

TAN; MCCLEMENTS, 2021). 
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A variação de pressão osmótica (πo) em uma emulsão dupla pode ser descrita pela lei de 

van’t Hoff pela Equação (8), quanto mais próximo essa variação for de zero, menor são as 

chances de ocorrer fenômenos de difusão (HOU et al., 2017). 

                                             𝜋𝑜 = 2(𝐶𝑖𝑛𝑡 − 𝐶𝑒𝑥𝑡)𝑅𝑇    (8) 

em que 𝐶𝑖𝑛𝑡 é a concentração de soluto no interior da emulsão dupla, 𝐶𝑒𝑥𝑡 é a concentração de 

soluto na fase exterior da emulsão dupla, R é a constante ideal dos gases e T é a temperatura 

(K). 

Diversos estudos foram feitos estudando o efeito da pressão osmótica em emulsões e o 

efeito de OAS nesses sistemas, Neumann, Van der Schaaf e  Karbstein (2018) constataram que 

diferentes OAS e diferentes concentrações afetam a estabilidade de emulsões simples, 

apresentando que emulsões duplas formadas com NaCl apresentaram mais resistência a difusão 

que emulsões formadas por CaCl2, MgSO4 e glicose. 

Açúcares como a lactose, e a glicose também são bastante utilizados para a o controle 

da pressão osmótica, ao balancear a pressão osmótica a partir da Equação (8), Bonnet et al. 

(2009), formaram emulsões duplas estáveis para encapsular cloreto de magnésio utilizando 

lactose, como OAS, e caseinato de sódio como emulsificante na fase exterior. Kaimainen et al. 

(2015) encontraram emulsões duplas com boa estabilidade e alta eficiência de encapsulação  

para betalaína (variando entre 87% e 91%) ao utilizar goma guar, como agente emulsificante, 

goma xantana, como agente espessante,  e glicose, como OAS. 

Muschiolik et al. (2006) observaram que com uma maior concentração de sacarose na 

fase externa, foi possível formar emulsões duplas com boa estabilidade e alta eficiência de 

encapsulação de vitamina B2. Nesse estudo, a pressão osmótica foi regulada a partir do 

gradiente osmótico do sistema, que variou de 180 a 200 mOsmol/kg.    

 

2.3 Ingredientes Bioativos 

 

2.3.1 Minerais 

 

Os minerais representam apenas 0,2% a 0,3% da dieta diária, porém sem eles não seria 

possível absorver todo o restante do alimento adquirido. Os minerais alimentares como o ferro, 

zinco, cálcio, potássio e magnésio, são necessários para diversos processos bioquímicos e 

fisiológicos necessários para a saúde humana, por essa razão, esses componentes são visados 

como ingredientes ativos em alimentos (NABRZYSKI, 2002). Os minerais possuem diversos 
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desafios para serem incorporados em produtos alimentícios. Íons minerais podem modificar as 

alterações eletrostáticas dos componentes de um alimento, sendo assim, modificando sua 

aparência, textura, estabilidade. Além disso, os minerais solúveis possuem gosto indesejável 

pelo consumidor (MCCLEMENTS, 2014). 

2.3.1.1 Ferro 

 

 O ferro é um metal bivalente importante, já que é necessário em várias funções 

fisiológicas, como por exemplo, carregar o oxigênio para as células e catalisar reações 

enzimáticas. Sua deficiência causa a anemia, porém outros problemas como a baixa imunidade 

e baixo desenvolvimento mental também são atribuídos a deficiência do ferro (BHATIA; JAIN; 

SINGH, 2017; PRICHAPAN; MCCLEMENTS; KLINKESORN, 2018). A anemia causada 

pela falta de ferro na dieta é a mais comum, podendo afetar qualquer pessoa, independente de 

caráter socioeconômico. Dentre os diversos sintomas, a anemia pode causar cansaço, apatia, 

falta de apetite, palidez, palpitações até taquicardia. Em crianças, a anemia ferropriva pode 

afetar seu crescimento, aprendizagem e aumentar a predisposição a infecções (WHO, 2017; 

WHO, 2007). 

Sendo assim, a fortificação de ferro na dieta é uma solução apropriada para o problema, 

entretanto, ainda é um grande desafio.  A forma solúvel em água do ferro, como o sulfato de 

ferro (FeSO4), possui maior biodisponibilidade, mas com sua atividade pró-oxidante, ele 

rapidamente catalisa reações de oxidação, modificando as características sensoriais e 

nutricionais do produto e causando um gosto metálico indesejado nos alimentos (DUQUE-

ESTRADA et al., 2019). Para adicionar o ferro nos produtos alimentícios com o mínimo de 

mudanças nas características sensoriais do produto é preciso de sistemas que carreguem o ferro 

de forma que mascare as características sensoriais indesejadas do produto. Assim, as emulsões 

duplas podem ser uma alternativa efetiva, já que as substâncias podem ser incorporadas na sua 

fase interna, externa e intermediária (DUQUE-ESTRADA et al., 2019; ILYASOGLU 

BUYUKKESTELLI; EL, 2019a). 

A fortificação de ferro em alimentos é uma técnica já bastante utilizada, principalmente 

para o público-alvo infantil, onde a sua utilização em alimentos como farinhas, papinhas 

infantis, bebidas lácteas são comuns (HURRELL; COOK, 1990; LYNCH, 2005). Chang, Lee 

e Kwak (2016) utilizaram emulsões duplas para a fortificação de leite com sulfato de ferro.  

No Brasil, para um alimento ser considerado fortificado, ele deve possuir pelo menos 

15% do índice de ingestão diária (IDR) de ferro em 100 mL de um alimento líquido ou 30% do 
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IDR em 100 g de um alimento sólido (BRASIL, 1998). O IDR do ferro é de 14 mg em adultos 

e varia de 6 a 9 mg para crianças de 1 a 10 anos (BRASIL, 2005). 

Na Tabela 2, observam-se diferentes técnicas para a microencapsulação do ferro. Pode-

se notar que as emulsões duplas possuem alta eficiência de encapsulação em comparação com 

outras técnicas convencionais de microencapsulação para o ferro. É possível perceber também 

que o composto mais comum a ser microencapsulado é o sulfato de ferro (FeSO4), porém outros 

compostos podem ser usados como o cloreto de ferro (FeCl3). 

 

2.3.2 Biodisponibilidade 

 

A simples ingestão de uma quantidade adequada de um  ingrediente bioativo não 

determina que esse ingrediente esteja sendo absorvido pelo corpo, e de fato, tenha algum valor 

nutricional (SILVA et al., 2013; FIORAVANTI et al., 2020). Por isso, o entendimento da 

biodisponibilidade de um ingrediente é uma importante etapa para determinar os benefícios de 

um produto para a saúde (DIMA et al., 2020). 

A biodisponibilidade (BD) pode ser definida como a porção do ingrediente ingerido que 

consegue chegar ao organismo participando de processos metabólicos do corpo. A 

biodisponibilidade é a combinação de três fatores principais, a bioacessibilidade, a absorção e 

a transformação, podendo ser expressa pela Equação (9) (DIMA et al., 2020; JOYE; 

DAVIDOV-PARDO; MCCLEMENTS, 2014; MCCLEMENTS; PENG, 2020): 

𝐵𝐷 = 𝑄𝑖 × 𝑄𝐵∗ × 𝑄𝐴∗ × 𝑄𝑇∗                 (9) 

onde Qi é a quantidade ingerida do ingrediente ativo, QB*
 é a porção bioacessível do ingrediente, 

QA* é a porção absorvida do ingrediente no organismo e QT* é a porção do ingrediente que é 

transformada. 

 Esses fatores são relacionados diretamente entre si, pois cada fator influencia o próximo. 

Podendo ser quantificados em modelos in vivo, in vitro e  ex vivo, tais fatores apontam uma 

complexidade na apresentação da biodisponibilidade de um ingrediente, por isso, estudos 

dedicados a um desses fatores, como a bioacessibilidade, podem ser usados para estimar o 

comportamento de um ingrediente no copo humano (DIMA et al., 2020; FIORAVANTI et al., 

2020). Para que um ingrediente esteja bioacessível é necessário que ele esteja solúvel no 

organismo. A bioacessibilidade é obtida experimentalmente através de simulações in vitro de 

modelos gastrointestinais, quantificada através da porcentagem do ingrediente ativo solúvel em 

comparação a quantidade total de ingrediente na digesta (DIMA et al., 2020; MCCLEMENTS; 
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PENG, 2020).  Diversos estudos sobre a bioacessibilidade de inúmeros ingredientes já foram 

feitos, Luo et al., (2020) encontraram a bioacessibilidade de diferentes ésteres carotenoides de 

uma planta goji encapsulados através de nanoemulsões variar entre 30% e 45% após a completa 

simulação gastrointestinal in vitro. Já Huang et al., (2021) observaram uma bioacessibilidade 

de quercetina de até 40% em emulsões Pickering. 

O ferro é um produto que possui sua bioacessibilidade bastante estudada, por ser um 

ingrediente ativo que  reage com diversos e possui baixa biodisponibilidade (CIAN et al., 2021; 

SAINI et al., 2014). Khoja et al., (2021) definiram a bioacessibilidade do ferro em modelos 

gastrointestinais in vitro de alguns vegetais em seu estudo, encontrando uma bioacessibilidade 

de até 99,7% em uma polpa de fruta de Baobá. Ilyasoglu Buyukkestelli; El, (2019a) definiram 

a bioacessibilidade do ferro em emulsões duplas após simulação gastrointestinais in vitro entre 

40% e 50%. 
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Tabela 2 Estudos sobre a microencapsulação do ferro por diferentes técnicas  (continua). 

Técnica de encapsulação 
Eficiência de 

encapsulação 
Composto do Ferro Objetivos Referência 

Spray-drying - Sulfato de ferro Formar e caracterizar diferentes 

micropartículas de ferro e 

maltodextrina 

 

Churio; Valenzuela, 2018 

 

Emulsão simples 89,78% Sulfato de Ferro Desenvolvimento de sistemas de 

transporte que podem ser 

incorporados em alimentos 

funcionais fortificados com 

ferro. 

 

Prichapan; Mcclements; 

Klinkesorn, 2018 

Emulsão dupla 81% Sulfato de Ferro Identificação da eficiência de 

emulsões duplas para encapsular 

ferro e a influência do PGPR na 

estabilidade dessas emulsões. 

Duque-Estrada et al. 2019 

Spray-drying - Sulfato de Ferro  
Lactato de Ferro 

Comparar a bioacessibilidade do 

ferro em duas preparações que 

contenham sulfato de ferro ou 

lactato de ferro. 

 

Bryszewska. 2019 

Emulsão dupla 95,33% Sulfato de Ferro Avaliar os efeitos de tratamentos 

térmicos nas características 

físico-químicas, na 

bioacessiblidade e liberação do 

ferro em emulsões duplas. 

 

Hosseini et al. 2019 

Gelificação iônica 80% Sulfato de Ferro Investigar a atividade pró-

oxidante das cápsulas de ferro 

em uma emulsão O/W. 

 

Cengiz; Schroën; Berton-Carabin, 

2019 
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Tabela 2 – Continuação 

. 

Técnica de encapsulação 
Eficiência de 

encapsulação 
Composto do Ferro Objetivos Referência 

Emulsão dupla 97,5% Sulfato de Ferro Incorporação do ferro em 

diferentes concentrações e fases 

de uma emulsão dupla para 

identificar sua capacidade de 

mascarar o sabor do ferro 

 

Simiqueli et al. 2019 

Emulsão dupla 79,46% Cloreto de Ferro Formular emulsões W1/O/W2 
estáveis com ferro. 
 

Ilyasoglu Buyukkestelli; El, 2019a 

Partículas lipídicas 

sólidas  
92,3% Sulfato de Ferro Preparação de método de 

encapsulação de ferro por 

nanopartículas de lipídio sólido. 
 

Hatefi, Farhadian. 2020 

Emulsão dupla 83% Sulfato de Ferro Formular emulsões duplas 

com a utilização de saponina 

como agente emulsificante  
 

Prichapan, McClements, 

Klinkesorn. 2020 

Emulsão dupla 

multicamada 
89,4% Sulfato de Ferro Investigar a capacidade das 

emulsões se manterem estáveis, 

reter o ferro e ser resistente ao 

stress osmótico. 
 

Prichapan, McClements, 

Klinkesorn. 2021 

Hidrogel 94,08 Sulfato de Ferro Formação de um hidrogel de 

WPI- goma gelana para o 

encapsulamento de ferro 

 

Kazemi-Taskooh, Varidi. 2021 

 

Legenda: W1/O/W2 - água em óleo em água; O/W - óleo em água; PGPR - polirricinoleato de poliglicer
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

3.1 Materiais 

 

Foram utilizados a goma tara obtida da El Sol S.A.C (Lima, Peru), o 

polirricinoleato de poliglicerol (PGPR) foi obtido no mercado local (Sao Paulo, Brasil), 

o  isolado proteico do soro do leite (WPI) obtido da Glanbia Nutritionals (Santa Catarina, 

Brasil), sulfato de ferro heptahidratado P.A.(215422), cloridrato de hidroxilamina, hidrato 

de sal monossódico de ácido 3-(2-piridil)-5,6-difenil-1,2,4-triazina-p, p-dissulfônico 

(160601), Pepsina suína (P6887), Pancreatina do pâncreas suíno (P7545), extrato da bile 

suína (B8631) e azida de sódio  foram obtidos da companhia Sigma-Aldrich® (St. Louis, 

USA). Água utilizada na formação das soluções será uma água ultrapura de condutividade 

de 0,05 µS/ cm do equipamento (Gehaka, Master- P&D, Brasil). 

 

3.2 Formação da Emulsão Dupla (W1/O/W2) 

 

A emulsão dupla foi formada por um processo de duas etapas e adaptada aa 

metodologia proposta por Duque-Estrada et al. (2019) e Ilyasoglu Buyukkestelli; El 

(2019a) 

 

3.2.1 Formação da emulsão W1/O interna 

 

A fase aquosa interna (W1) contém 0,8% m/m de sulfato de ferro heptahidratado.  

A fase de óleo foi formada por óleo de soja (O) contendo 5,0 % m/m de PGPR, misturados 

a 200 rpm por 30 minutos na temperatura ambiente, seguidos por 30 minutos de descanso. 

A emulsão W1/O interna foi preparada misturando a fase de óleo e a fase aquosa na 

proporção de 4:1 m/m empregando o homogeneizador UltraTurrax T25 (IKA, Alemanha) 

a 15.000 rpm por 4 minutos. 
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3.2.2 Formação da emulsão dupla W1/O/W2 

 

A fase aquosa externa (W2) foi preparada com diferentes concentrações de WPI: 

8, 12 e 16 % m/m, diferentes concentrações de goma tara: 0, 0,4 e 0,8% na presença ou 

não de sacarose (0 e 2%) como OAS. As diferentes amostras da fase aquosa externa são 

apresentadas na Tabela 3. As emulsões duplas foram formadas pela mistura da fase 

aquosa externa e da emulsão interna W1/O na proporção 4:1 empregando o 

homogeneizador Turrax T25 a 14000 rpm por 3 minutos em temperatura ambiente. 

Também foi adicionado azida de sódio (0,01% m/m) como inibidor bacteriano em todas 

as formulações. 

 

Tabela 3  Teor dos componentes da fase aquosa externa (W2)  das emulsões duplas 

(W1/O/W2). 

Amostra* WPI (%) Goma Tara (%) Sacarose (%) 

A1 8,0 0,0 0,0 

A2 12,0 0,0 0,0 

A3 16,0 0,0 0,0 

A4 8,0 0,4 0,0 

A5 12,0 0,4 0,0 

A6 16,0 0,4 0,0 

A7 8,0 0,8 0,0 

A8 12,0 0,8 0,0 

A9 16,0 0,8 0,0 

A10 8,0 0,0 2,0 

A11 12,0 0,0 2,0 

A12 16,0 0,0 2,0 

A13 8,0 0,4 2,0 

A14 12,0 0,4 2,0 

A15 16,0 0,4 2,0 

A16 8,0 0,8 2,0 

A17 12,0 0,8 2,0 

A18 16,0 0,8 2,0 

             *As emulsões contêm a mesma composição na fase interna W1/O  

 

Substância osmoticamente ativa 

 

  A sacarose foi utilizada como substância osmoticamente ativa, sua concentração 

foi utilizada para igualar as pressões osmóticas entre as fases internas e externas de água 

na emulsão dupla, impedindo o transporte de água, e subsequente instabilidade, no 
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sistema. Para isso, a equação ideal dos gases é adotada para identificar a pressão osmótica 

de equilíbrio, de acordo com a metodologia de Simiqueli et. al (2019) e Bonnet (2009) 

pela Equação (10): 

𝐶𝑠𝑎𝑐 =  𝐶𝐹𝑒 + 𝐶𝑆𝑂4
                                           (10) 

em que Csac é a concentração de sacarose, e  CFe e CSO4 são as concentrações molares de 

sulfato de ferro.  

 

3.3 Estabilidade Cinética das Emulsões Duplas 

 

O método utilizado para verificar a estabilidade cinética das emulsões foi o 

método da observação visual de acordo com a metodologia de Ilyasoglu Buyukkestelli; 

El (2019a). As amostras das emulsões duplas com 10 mL foram colocadas em tubos 

transparentes e mantidos a 25 ºC por 7 dias em uma incubadora Shaker SL222 (Solab, 

Brasil). A altura da camada transparente será observada no fundo do tubo durante os 7 

dias e o índice de cremeação da emulsão será dado pela Equação (11) 

𝐼𝐶(%) = (
𝐻𝑐

𝐻𝑡
) × 100   (11) 

onde IC(%) é o índice de cremeação, Hc é a altura da camada transparente e Ht é a altura 

total do sistema. 

 

3.4 Eficiência de Encapsulação do Ferro na Emulsão Dupla 

 

A eficiência de encapsulação (EE) foi medida nas amostras que apresentaram a 

melhor estabilidade cinética durante os sete dias de armazenamento. E foi determinada a 

partir da quantidade de ferro na fase aquosa exterior (A2) onde a concentração de ferro 

foi calculada pelo método de quelação da ferrozina, adaptado de Choi, Decker e 

Mcclements (2009) e Prichapan, Mcclements e Klinkesorn (2021).  

A emulsão dupla foi centrifugada a 4000 G pela centrífuga 80-2B (Centribio, 

Brasil) por 20 minutos, depois foi retirada uma alíquota de 0,5 mL da camada transparente 

do fundo da mistura. Essa alíquota foi reduzida com 0,5 mL por uma solução de 10 % 

m/m de cloridrato de hidroxilamina em 0,25 mol/L HCl por 15 minutos em temperatura 

ambiente, em seguida foi adicionada 0,5 mL de ferrozina (9 mmol/L). Após 10 minutos 

foi medida a absorvância em 562 nm utilizando o espectrofotômetro Biomate 3S (Thermo 

Fisher Scientific, EUA). A eficiência de encapsulação será encontrada pela Equação (12). 
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𝐸𝐸 (%) = (
𝐴𝑚𝑎𝑥 − 𝐴𝑥

𝐴𝑚𝑎𝑥 − 𝐴𝑚𝑖𝑛
) × 100                 (12) 

em que  EE (%) é a eficiência de encapsulação, Amax é a absorvância encontrada em 

emulsões com o máximo de ferro na fase W2, Ax é absorvância medida e Amin é 

absorvância medida quando não há ferro na emulsão. 

 

3.5 Microscopia 

 

Uma alíquota da emulsão dupla foi colocada entre as lâminas e observadas em um 

microscópio óptico (K220, Kasvi, Brasil) acoplado com uma câmera Moticam (5MP, 

Kasvi, Brasil) com ampliação de 40x com a utilização de óleo de imersão.  

 

3.6 Tamanho de Partícula e Potencial Zeta  

 

A caracterização do tamanho da partícula das emulsões foram obtidos a partir do 

diâmetro hidrodinâmico (d.nm) utilizando a técnica de espalhamento dinâmico de luz 

(DLS) pelo Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments, Reino Unido) equipado com um 

laser He-NE. As configurações A7,A8,A16 e A17 foram diluídas em água ultrapura na 

proporção de 1:300 para serem analisadas. A análise foi feita após a formação das 

emulsões duplas e após o armazenamento das emulsões por uma semana a 25 ºC, 

adaptando a  metodologia de SIMIQUELI et al (2019).  

O potencial zeta das emulsões duplas foram obtidas pelo Zetasizer Nano ZS90 

(Malvern Instruments, Reino Unido) com o software Zetasizer 7.03 (2013). As 

configurações A7,A8,A16 e A17 foram diluídas em água ultrapura na proporção de 1:400 

e depois filtradas para serem analisadas. A análise foi feita após a formação das emulsões 

duplas e após o armazenamento das emulsões por uma semana a 25 ºC, adaptando a  

metodologia de SIMIQUELI et al (2019).  

 

3.7 Tensão Interfacial 

 

A tensão interfacial entre a fase aquosa contínua das amostras A7, A8, A16 e A17 

e a fase de óleo dispersa na solução foram realizadas adaptando a metodologia reportada  

por Fernandes e Garcia-Rojas (2021). Foi utilizada a técnica da gota crescente no 

tensiômetro Easytrack (Teclis Scientific, França) com o software Easytrack® (Teclis 
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Instruments, França) a análise foi realizada durante 3000 segundos. A fase aquosa foi 

diluída em água ultrapura na proporção de 1:7 e as medidas foram realizadas a 

temperatura controlada de  25 ± 0.01 ºC por um banho termostático CD-BC4 (Julabo, 

Alemanha).    

Um modelo proposto por Shi et al. (2004) foi ajustado aos dados obtidos da tensão 

interfacial entre os sistemas A7, A8, A16 e A17 e a fase de óleo dispersa, esse modelo é 

apresentado na Equação (13): 

𝜎(𝑡) = 𝜎𝑓 + (𝜎1 − 𝜎𝑓)𝑒
−𝑡
𝜏1 + (𝜎2 − 𝜎𝑓)𝑒

−𝑡
𝜏2               (13) 

em que σf  é tensão interfacial assintótica (mN.m) para t→∞, t é tempo em segundos, σ1 e 

σ2 são parâmetros cinéticos da tensão interfacial, τ1 é o tempo (s) de migração do 

emulsificante na interface e τ2 é o tempo (s) de reorganização e de eventuais mudanças 

nas macromoléculas na interface.  

 

3.8 Simulação Gastrointestinal  in vitro das Emulsões Duplas 

 

3.8.1 Simulação da digestão in vitro em adultos 

 

Foram preparados os sistemas simulados de saliva (SSF), suco gástrico (SGF) e 

fluido intestinal (SIF) de acordo com a metodologia de INFOGEST 2.0 (Brodkorb et al., 

2019).  

A simulação da digestão de adultos começa na fase oral, onde 0,7 g da emulsão 

foram incubados com 0,56 mL de SSF, 3,5 L de 0,3 mol/L CaCl2, 70 L de uma solução 

amilase (75 U/ml) e 67  L de água por 2 minutos a 37 °C em  agitação de 90 RPM, com 

controle de temperatura e agitação pela incubadora TE-424 (Tecnal, Brasil).  

Para a digestão gástrica foi adicionado ao simulado oral 1,12  mL de SGF, 0,14 

mL de uma solução de pepsina (2000 U/mL) e 0,7 L de solução de 0,3 mol/L de CaCl2, 

o pH da mistura foi ajustado para 3 por HCl e água foi adicionada até formar uma solução 

de 2,8 mL, a digestão gástrica ocorreu por 2 horas a 37 °C em  agitação de 90 RPM em 

incubadora.  

Por fim, o simulado intestinal foi misturado com 1,19 mL de SIF, 5,6 L de 

solução de 0,3 mol/L CaCl2 0,7 mL de solução de pancreatina 100 U/ml e 0,35 mL de 

solução de  bile suíno 10 mmol/L, o pH foi ajustado até o 7 e foi adicionado água até 
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chegar a 5,6 mL de solução total.  O sistema foi agitado por mais 2 horas a 37 °C agitação 

de 90 RPM em incubadora. 

 

3.8.2 Simulação da digestão in vitro de infantes 

 

A simulação da digestão foi feita a partir do protocolo de Ménard et al. (2018), e 

os sistemas simulados de  suco gástrico (SGF) e fluido intestinal (SIF) foram formados 

adaptando a metodologia INFOGET 2.0 (Brodkorb et al., 2019). 

A simulação da digestão de infantes começa na fase gástrica, onde incubou-se 

1,76 g de emulsão com 0,76 mL de SGF, 0,14 mL de uma solução de pepsina (268 U/mL), 

o pH da mistura será ajustado para 5,3 por HCl e água foi adicionada até formar uma 

solução de 2,8 mL, a digestão gástrica ocorrerá por 2 horas a 37 °C a 90 RPM na 

incubadora.  

Por fim, o simulado intestinal foi misturado com 0,66 mL de SIF, 5 L de CaCl2 

(0,3 mol/L), 0,510 mL de solução de pancreatina (90 U/mL) e 0,09 mL de bile suíno (3.1 

mmol/L), o pH será ajustado até o 6,6 e foi adicionado água até chegar a 4,52 mL de 

solução total.  O sistema será agitado por 2 horas a 37 °C a  90 RPM em incubadora. 

 

3.8.3 Liberação in vitro do ferro. 

 

A liberação in vitro do ferro foi encontrada a partir da quantidade de ferro presente 

na camada exterior da emulsão dupla em pontos específicos das simulações 

gastrointestinais in vitro de infantes e adultos ( 2, 10, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210 e 240 

minutos) adaptando o método de quelação da ferrozina, de Choi, Decker e Mcclements 

(2009) e Prichapan, Mcclements e Klinkesorn (2021). Alíquotas de 0,2 mL foram e foram 

centrifugadas a 8000 G por 5 minutos por uma centrífuga Digicen 21R (OrtoAlresa, 

Espanha) , dessa alíquota foi retirado 0,1 mL da camada transparente após a centrifugação 

. Em seguida, foi adicionada 0,4 L de água ultrapura e 0,5 mL de uma solução de 10 % 

m/m de cloridrato de hidroxilamina e deixado reagir por 15 minutos em temperatura 

ambiente, em seguida foi adicionada 0,5 mL de ferrozina (9 mmol/L), após 10 minutos 

foi medida a absorvância da solução espectrofotômetro Biomate 3S (Thermo Fisher 

Scientific, EUA). A liberação foi definida pela Equação (14). 
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𝐿𝑖𝑏𝑒𝑟𝑎çã𝑜(%) = (1 − (
𝐴𝑚𝑎𝑥 − 𝐴𝑥

𝐴𝑚𝑎𝑥 − 𝐴𝑚𝑖𝑛
)) × 100                 (14) 

em que Amax é a absorvância encontrada em emulsões formadas com ferro na 

concentração máxima apenas na fase W2, Ax é absorvância medida e Amin é absorvância 

medida quando não há ferro na emulsão. 

 

3.9  Bioacessibilidade in vitro do Ferro. 

 

A análise de bioacessibilidade na digestão in vitro foi feita de acordo com a 

metodologia de Buyukkestelli e El (2019). Após a completa simulação da digestão, o 

simulado é centrifugado pela Digicen 21R  a 8000 G por 5 minutos , após separação da 

fase aquosa e da fase oleosa da solução digesta, foi retirado uma alíquota de 0,5 mL da 

fase aquosa.  A bioacessibilidade do ferro (B*) será obtida através da Equação (15) 

adaptada de Choi, Decker e Mcclements (2009) e Prichapan, Mcclements e Klinkesorn 

(2021). 

 

B*=
𝑪𝒎𝒊𝒄𝒆𝒍𝒂

𝑪𝒅𝒊𝒈𝒆𝒔𝒕𝒂
x100   (15) 

onde Cdigesta é a concentração de ferro na digesta  e Cmicela é a concentração de ferro na 

fração micelar após toda simulação gastrintestinal, a concentração de ferro foi obtida 

através do método da quelação de ferrozina descrita no item 3.4. 

 

3.10 Análise Estatística 

 

A análise de dados será feita por análise de variância para identificar efeitos 

significativos e análise de Tukey para identificar diferença entre médias. A diferença será 

considerada significante quando o valor p for menor que 0,05. Os experimentos serão 

feitos em triplicatas sendo o resultado expresso pela média ± desvio padrão. 

Os parâmetros da Equação 13 foram obtidos através do ajuste de modelo de uma 

curva não-linear no programa OriginPro® 8,5 (OriginLab Corporation, USA). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

4.1 Estabilidade Cinética 

 

As Figura 8, 9 e 10 apresentam o índice de cremeação de todas as amostras de 

emulsões duplas produzidas no período de 7 dias de armazenamento a 25 ºC. Nesta figura 

pode se observar que as emulsões que possuíam a maior concentração de goma tara (A7, 

A8, A16 e A17) apresentaram a menor índice de cremeação durante os sete dias avaliados. 

Sendo que não houve separação de fase nas amostras A7 por cinco dias, A8 por seis dias 

e as amostras A16 e A17 por sete dias. Este comportamento pode estar relacionado à ação 

da goma tara como agente espessante, já que todas essas amostras que possuíam uma 

maior concentração de goma tara apresentavam maior viscosidade, o que diminuiu os 

efeitos da instabilidade gravitacional, como a cremeação (OPPERMANN et al., 2018; 

SAFFARIONPOUR; DIOSADY, 2021). 

 

 

Figura 8: Índice de cremeação (%) das amostras de emulsões duplas (W1/O/W2) em 

função do tempo (dias). Em que (x)  A1, (●) A4, (▲) A7 , (♦) A10,  (■) A13, (+) A16. 
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Figura 9 Índice de cremeação (%) das amostras de emulsões duplas (W1/O/W2) em 

função do tempo (dias). Em que (x)  A2, (●) A5, (▲) A8 , (♦) A11,  (■) A14, (+) A17. 

 

 

Figura.10 Índice de cremeação (%)  das amostras de emulsões duplas (W1/O/W2) em 

função do tempo (dias). Em que (x)  A3, (●) A6, (▲) A9 , (♦) A12,  (■) A15, (+) A18. 
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As emulsões A8 e A17 continham maior concentração de WPI, razão pela qual 

formaram emulsões mais estáveis provocado pela ação da proteína na interface. As 

amostras A16 e A17 não apresentaram separação de fase durante todo o experimento, sua 

diferença com as amostras A7 e A8 deve-se à presença da sacarose, uma OAS, que atuou 

na melhora do balanço osmótico da emulsão e impedindo mecanismos de separação como 

a maturação de Ostwald, o que aumentou a sua estabilidade (DICKINSON, 2011; 

KANOUNI; ROSANO; NAOULI, 2002; KLOJDOVÁ; ŠTĚTINA; HORÁČKOVÁ, 

2019). 

Emulsões que contêm apenas WPI e sacarose (A1, A2, A3, A10, A11 e A12) 

obtiveram índice os maiores índices de cremeação do estudo, indicando rápida separação 

de fase. Perfis com valor médio de goma tara apresentaram todos menores valores de IC 

que os perfis sem goma tara, porém todos se separaram no primeiro dia. Ilyasoglu 

Buyukkestelli e El (2019a) não encontraram modificações no IC utilizando caseinato de 

sódio por três dias na mesma proporção de emulsão simples e fase aquosa externa do 

estudo. Simiqueli et al. (2019) não obteve um IC maior que zero durante todo o 

experimento por 31 dias com emulsões refrigeradas a 4 ºC. 

O estudo da estabilidade cinética apresentou que a concentração da goma tara é 

um fator importante para a estabilidade de emulsões duplas, as amostras A7, A8, A16 e 

A17 não tiveram diferenças significativas (p<0,05) nos seus índices de cremeação e por 

isso foram empregados nos estudos seguintes. 

 

4.2 Eficiência de Encapsulação 

 

As EE logo após a formação da emulsão e sete dias após a formação das emulsões 

duplas com diferentes concentrações de WPI e sacarose foram apresentadas na Tabela 2.  

As amostras utilizadas foram A7, A8, A16 e A17, sendo elas as que obtiveram resultados 

com menor índice de cremeação no período de 7 dias.  

Nesta tabela pode se observar que as emulsões que continham uma maior 

concentração de WPI em sua composição apresentaram uma maior EE. Assim como as 

emulsões com maior concentração de sacarose que também apresentaram maiores 

resultados de EE em comparação aos sistemas sem sacarose. Após o 7º dia, as emulsões 

perderam EE de forma significativa, o que significou um transporte de ferro da fase 

interna da emulsão dupla para a fase aquosa externa. A emulsão A17 apresentou uma 

maior EE nos sete dias de armazenamento em comparação com os outros sistemas, isso 
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pode ser devido a maior concentração de WPI e a presença de sacarose no sistema, o que 

diminui a tensão interfacial e melhorou o balanço osmótico da amostra, aumentando 

estabilidade, dificultando assim o transporte de ferro entre as fases da emulsão. 

Esses resultados apresentam concordância com outros estudos de encapsulação de 

ferro reportados na literatura.  Como os reportados por  Duque Estrada  et.al  (2019) que  

observaram variação de 88% a 96% logo após a formação da emulsão em diferentes  

concentrações de PGPR, e após 7 dias, suas maiores  amostras apresentavam cerca de 

50% de eficiência. Chang, Lee e Kwak (2016) apresentaram uma eficiência de 93,63% 

para uma emulsão dupla formada com triglicerídeo de cadeia média (óleo MCT) e WPI 

logo após a formação da emulsão. Hosseini et al. (2019) obtiveram eficiência variando de 

95,33% a 54,47% dependendo do tratamento térmico utilizado.   

 

Tabela 4 Eficiência de encapsulação de diversas emulsões logo após formadas e no 

sétimo dia de armazenamento. 

 Amostra  Dia 0 (EE%) Dia 7 (EE%) 

A7 91,9 ± 1,21 a 66,1 ± 0,71 a 

A8 93,9 ± 0,56 ab 67,1 ± 0,61 a 

A16 94,4 ± 0,90 bc 66,0 ± 0,99 a 

A17 96,9 ± 1,00 c 70,7 ± 0,69 b 

 
Valores apresentados como média ± desvio padrão (n=3), valores das colunas seguidos pelas mesmas letras 

não apresentam diferença estatisticamente significante no teste de Tukey para o nível de significância de 

5%.  

 

4.3 Tamanho de Partícula, Potencial Zeta e Microscopia 

 

A distribuição do tamanho de partícula é apresentada a partir do tamanho médio 

na Tabela 5, valores foram obtidos após a formação da emulsão e após 7 dias de 

armazenamento a 25 ºC. As amostras com maior concentração de WPI obtiveram valores 

significativamente (p<0,05) menores  (757,1 ± 45,7 nm para A17 e 782,8 ± 15,5  nm  para 

A8) do que amostras com menor concentração de WPI (842,9 ± 2,1 nm para A16 e 876,7 

± 116 nm para A7), esse efeito também foi observado por Amine et al. (2014) nas 

proteínas de ervilha, batata e caseína, esse efeito ocorre devido a que uma maior 

concentração de proteína consegue se ligar a uma maior área superficial, sendo assim, 

diminuindo o diâmetro médio de uma partícula. Após 7 dias houve um crescimento 
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significativo (p<0,05) do diâmetro médio de todas as amostras, que variaram de 845,2 ± 

7,0 nm até 922,1 ± 55,5 nm, demonstrando um início de processos de separação das fases 

acontecendo, como coalescência e floculação. 

O potencial Zeta medido logo após a formação dos sistemas e após 7 dias de 

armazenamento a 25ºC estão apresentados na Tabela 3, é possível identificar alta 

densidade de carga negativa nos sistemas, variando de -44,53  ± 1,39 mV até -49,67 ± 

0,15 mV no primeiro dia. Altas densidades de carga demonstram uma alta estabilidade 

cinética da emulsão, isso se deve ao fato da repulsão entre as  gotas de emulsão interna 

na emulsão dupla, esse fenômeno ocorre pelo fato de que as  proteínas do soro de leite 

estarem carregadas negativamente, e ao se ligar a superfície de óleo formam estruturas 

que se repelem entre si (MCCLEMENTS, 2004). Altas cargas negativas em emulsões 

duplas também foram identificadas por Simiqueli et al. (2019), que, utilizando Tween 80 

como emulsificante, encontraram o valor do potencial Zeta variando entre -20,9 mV até 

-50,1 mV em diferentes amostras. Prichapan, Mcclements e Klinkesorn (2021) encontrou 

um potencial Zeta de -46 mV ao formar emulsões duplas utilizando saponina de quilaja. 

Após 7 dias o potencial Zeta das amostras variou de  -42,73 ± 0,86 mV até 41,3 ± 0,61 

mV, essa queda significativa (p<0,05) caracteriza uma redução na estabilidade das 

amostras, evento também observado na distribuição do tamanho de partícula. 

A Figura 11 apresenta a estrutura da  emulsão dupla A17 recém-formada, onde 

pode ser observado o óleo, círculos escuros, disperso na fase aquosa, parte mais clara da 

figura, a fase aquosa interna é apresentada em pequenas manchas claras esféricas dentro 

da parte de óleo. Imagens com as mesmas características podem ser observadas nos 

trabalhos de Simiqueli et.al (2019) e Ilyasoglu Buyukkestelli e El (2019a). 

 

4.4 Tensão Interfacial 

 

A  Figura 12 apresenta a variação da tensão interfacial dinâmica entre a emulsão 

simples e as fases aquosas  dos sistemas A7, A8, A16 e A17 em função do tempo com os 

modelos ajustados pela Equação (13), a Tabela 6 apresenta os valores quantitativos dos 

diferentes parâmetros de ajuste da Equação (13) nas diferentes amostras. O modelo 

estudado apresentou um bom ajuste aos dados experimentais das amostras avaliados com 

valores de R² ajustado próximos de 1.0, assim como baixo desvio absoluto médio (DAM), 

sendo maior valor 0,53%, e um desvio padrão (DP) não maior que 0,04 mN/m. 
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Tabela 5 Tamanho de partícula e potencial Zeta das diversas emulsões logo após 

formadas e no sétimo dia de armazenamento. 

Amostra 

Tamanho de partícula (nm) Potencial Zeta (mV) 

 Dia 0 Dia 7  Dia 0 Dia 7 

A7 876,7 ± 11,6cA 922,1 ± 55,5 aB -44,53 ± 1,39 cA -42,73 ± 0,86 aB 

A8 782,8 ± 15,5 abA 845,2 ± 7,0 aB -49,27 ± 0,35 aA -42,23 ± 1,15 aB 

A16 842,9 ± 2,1 bcA 891,2 ± 39,3 aB -46,90 ± 0,75 bA -42,83 ± 0,50 aB 

A17 757,1 ± 45,7 aA 856,8 ± 11,6 aB -49,67 ± 0,15 aA -41,30 ± 0,61 aB 

Valores apresentados como média ± desvio padrão (n=3), valores seguidos pelas mesmas letras não 

apresentam diferença estatisticamente significante  no teste de Tukey para o nível de significância  de 5%. 

Letras minúsculas comparam as amostras e letras maiúsculas comparam o tempo. 

 

 

 

 

Figura 11 Imagem da microscopia óptica do sistema A17, emulsão dupla W1/O/W2 
composta por 12% WPI, 0,8% de GT e 2% de sacarose na  fase aquosa externa. 
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Figura 12 Tensão interfacial dinâmica das emulsões e o modelo da Equação 13 ( ̶ ̶ ̶ ). 

Amostra A7(●), amostra A8 (■), amostra A16(♦) e amostra A17 (▲). 

 

O sistema A17, obteve um menor valor de tensão interfacial (σf), sendo ele 

respectivamente 3,31 ± 0,01 mN/m, isso se deve ao fato de que o sistema possui uma 

maior concentração de proteína, o que gera uma maior ação na interface óleo-água e 

assim, uma menor tensão interfacial, já que as interações proteína-água e proteína-óleo 

são mais favoráveis termodinamicamente, o que aumenta a estabilidade do sistema, 

dificultando mecanismos de separação, como maturação de Ostwald  (MCCLEMENTS, 

2004). Este aumento estabilidade foi observado no estudo, pois a emulsão A17 não 

apresentou separação de fase durante os 7 dias observados, enquanto a amostra 7, que 

possui uma tensão de 3,88 ± 0,01 mN/m , apresentou uma separação de fase  no seu 5º 
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dia. Amine Et al. (2014) também observou um decréscimo na tensão interfacial com o 

aumento da concentração de proteínas de ervilha, batata e do caseinato de sódio.  

 

Tabela 6 Parâmetros da tensão interfacial dinâmica entre a fase aquosa externa e a 

emulsão simples estimados a partir da Equação (13) para as diferentes amostras. 

 A7 A8 A16 A17 

f (mN/m) 3,88 ± 0,01 3,37 ± 0,01 3,36 ± 0,01 3,31 ± 0,01 

1 (mN/m) 4,98 ± 0,03 5,03 ± 0,03 4,78 ± 0,05 4,87 ± 0,04 

2 (mN/m) 5,05 ± 0,02 4,09 ± 0,01 4,29 ± 0,01 3,95 ± 0,01 

1 (s) 138,37 ± 6,29 48,77 ± 1,53 62,86 ± 2,26 48,91 ± 1,47 

2 (s) 1324,24 ± 33,46 927,76 ± 28,14 1915,20 ± 59,80 1050,11 ± 37,65 

AAD* (%) 0,30 0,46 0,41 0,53 

SD** (mN/m) 0,03 0,04 0,04 0,03 

*𝐷𝐴𝑀(%) = (
100

𝑚
) [∑

𝜎𝑒𝑥𝑝,𝑖−𝜎𝑐𝑎𝑙,𝑖

𝜎𝑒𝑥𝑝,𝑖

𝑚
𝑖=1 ]      ;**𝐷𝑃 = √

∑ (𝜎𝑒𝑥𝑝,𝑖−𝜎𝑐𝑎𝑙,𝑖)
2𝑚

𝑖=1

𝑚−𝑝
                        

σexp é tensão interfacial experimental (mN.m), σcal é a tensão calculada pela Equação (13) 

(mN.m), m é o número de pontos experimentais e p é o número de parâmetros ajustados. 

 

As amostras A8 e A17 possuem um menor tempo de migração do emulsificante 

para a interface (τ1), 48,77 ± 1,53  e 48,91 ± 1,47 s respectivamente, e menor tempo de 

reorganização das macromoléculas (τ2), 927,76 ± 28,14 s para A8 e 1050,11 ± 37,65 s 

para A17, o que é explicado pela maior concentração de proteína desses sistemas, esse 

comportamento também foi observado por Mahfoudhi et al. (2014), em que ao aumentar 

a concentração do emulsificante (goma de amêndoa), os parâmetros τ1 e τ2 diminuíram, 

esse fenômeno também é observado  por Donsì, Sessa e Ferrari (2012) em que o aumento 

do emulsificante Tween 80 em certas concentrações diminuiu os valores dos parâmetros 

τ1 e τ2. 

  

4.5 Digestão in vitro da Emulsão Dupla Contendo Ferro. 

 

O estudo da simulação da digestão in vitro foi feito utilizando a amostra A17 do 

estudo tanto para a digestão de adultos quanto para de infantes, pois essa emulsão foi o 

sistema que obteve um maior valor de eficiência de encapsulação e um menor valor de 
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IC no período de  7 dias. A Figura 13 apresenta a liberação de ferro nas diferentes etapas 

da simulação da digestão. 

A digestão em adultos foi separada em três etapas, na primeira etapa ocorre a fase 

oral, onde é simulado a mastigação e o efeito da saliva, a segunda etapa sendo a fase 

gástrica, onde foi simulado a atuação do estômago na digestão e a última etapa é a fase 

intestinal, em que foi simulado a atuação do intestino na digestão. Na fase oral houve uma 

liberação de 8,36% do ferro encapsulado, o que pode ter ocorrido pela já diluição da 

emulsão em proporção 1:1. Na segunda etapa em que ocorre a simulação da fase gástrica 

é possível notar um aumento da liberação de ferro encapsulado, quando após todo o 

processo chega a 38,56%, isso se pode ter ocorrido devido  a ação da pepsina, que afetou 

as moléculas de WPI que estavam ligadas a interface, diminuindo a repulsão entre as 

gotas da emulsão e causando processos de separação e liberando o ferro. Por fim, a fase 

intestinal termina com uma liberação total de 51,47% depois de 4 horas de experimento, 

essa liberação aumenta na fase intestinal na presença da lipase, que quebra moléculas de 

gordura, liberando assim o ferro. Hosseini et al. (2019) observaram uma liberação de 

55,62% em emulsões sem tratamento térmico após a fase intestinal.  

A digestão em infantes ocorre em duas etapas, a fase gástrica e intestinal, não é 

necessária a fase oral, por se tratar de uma simulação de infantes que ainda não possuem 

a capacidade de mastigar, e passam todo o alimento direto para o esôfago. Na fase 

gástrica, ocorre uma liberação total de 27,22% do ferro encapsulado, enquanto ao final 

da fase intestinal foi possível obter uma liberação de 41,45% do ferro encapsulado. Há 

uma diferença significativa ( p<0,05) nas duas simulações, em que a simulação de adultos 

ocorre uma maior liberação tanto na fase gástrica quanto na fase intestinal, isso se deve 

ao fato da digestão infantil ser um processo bem mais brando do que o processo da 

digestão em adultos, o processo infantil ocorre com menores atividade enzimáticas tanto 

da pepsina quanto da lipase, o pH da fase gástrica simulado infantil também é bem 

diferente da fase adulta, 5,3 e 3,0 respectivamente, o que diminui a eficácia da pepsina 

que funciona melhor em pH’s mais ácidos. Liu et al. (2018), também observaram uma 

maior liberação em sistemas  simulados para adultos que sistema simulados para infantes, 

utilizando lipossomos carregados com lactoferrina, eles observaram que após completa 

simulação, amostras de infantes obtiveram 20,1% de lipossomos ainda intactos, enquanto 

em amostras de adultos, esse número era menor que 20%.  
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Figura 13 Liberação do ferro nas simulações gastrintestinais da amostra A17 em função 

do tempo. (●)  simulação de adultos e (■) simulação de infante. 

 

4.6 Bioacessibilidade 

 

A bioacessibilidade do ferro nos sistemas foi de 49,54 ± 5,50% para a simulação 

em adultos e 39,71 ± 2,33 % para a simulação em infantes, mostrando que há uma 

diferença significativa  (p<0,05) na bioacessibilidade da simulação do infante para a 

simulação de adulto, cerca de 20% menor, isso acontece devido a grande diferença entre 

as simulações, com diferentes ph’s, e atividade enzimática, essa diferença também é 

observada por Marques et. al (2021), em que a bioacessibilidade do ácido docosa-

hexaenóico varia de 12% a 25% entre os tratamentos feitos a partir de simulações para 

adultos e a simulações para  infantes, seguindo as mesmas metodologias de Ménard et al. 

(2018)  e INFOGEST 2.0 (Brodkorb et al., 2019). Utilizando-se outras metodologias para 

a simulação gastrointestinal de adultos, lyasoglu Buyukkestelli e El (2019a) obtiveram a 

bioacessibilidade do ferro variando entre 41,17% até 52,97% dependendo da razão entre 

de emulsão simples na emulsão dupla, Hosseini et al. (2019) observam a bioacessibilidade 

do ferro em emulsões duplas variando entre 37,28% até 42,94% dependendo do 

tratamento térmico utilizado.   
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5 CONCLUSÃO 

 

 

Nesse estudo, foi possível obter emulsões duplas estáveis utilizando WPI e PGPR 

como agentes emulsificantes e goma tara como agente espessante. A presença da goma 

tara garantiu um aumento da estabilidade geral da emulsão, impedindo mecanismos de 

separação gravitacionais. A amostra A17 (12% WPI, 0,8% goma tara e 2% sacarose) 

formou emulsões duplas estáveis por sete dias, com alta eficiência de encapsulação de 

ferro. A amostra A17 também apresentou valores significativamente menores de tensão 

interfacial dinâmica (3,31 ± 0,01 mN/m), tamanho de partícula (757,1 ± 45,7 nm) e 

potencial zeta (49,67 ± 0,15 mV), o que confirma sua maior estabilidade durante os sete 

dias de experimento. 

No estudo da digestão in vitro, observou-se que o sistema estudado apresentou 

uma alta bioacessibilidade do ferro, tanto em simulações gastrointestinais in vitro para 

adultos, quanto para simulações em infantes. Foi identificado que emulsões duplas podem 

se apresentar como soluções estáveis e com uma alta bioacessibilidade para o ferro, 

mesmo em sistemas digestivos brandos como o de infantes, sendo ela 49,54% para adultos 

e 39,71% para infantes.  

Por fim, esse estudo indicou que as emulsões duplas W1/O/W2 estudadas podem 

ser uma alternativa potencial para ser empregadas nas formulações de alimentos 

fortificados com ferro tanto para infantes quanto para adultos.  
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