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“Jamais considere seus estudos como uma obrigacdo, mas como uma oportunidade
invejave! para aprender a conhecer a influéncia libertadora da beleza do reino do espirito,
para seu proprio prazer pessoal e para proveito da comunidade & qual seu futuro trabalho

pertencer.” Abert Einstein, Fisico e Matematico alfemé&o.

“A —~ Por gue esse azul é diferente desse outro azul?

B- Por que ¢ bzzz é diferente.

A — Como assim?

B — Ah o que & a cor? A cor € um rainho, cada cor diferente, que vem das coisas para 0s
othos? bzzzz.

A- Vocé esta me testando?

B- Eu sempre estou testanto as pessoas.

A —~Vocé é um full-time-people-testing-person.

B - (risos) Sim, um temps-pelin-examine-toutes-les personnes.

A - Isso € ludico.

[ironicamente] B — Além de ludico, € um forma de ensinar e de aprender (gargalhadas).
C- Calem a boca. E necessario tomar as coisas a sério. Assim ndo se aprende nada. O

intelecto deve ser levado a sério.” Frederic Nietzsche, filosofo aleméo.

"Ora, se o genealogista tem o cuidado de escutar a histéria em vez de acreditar na
metafisica, o que ele aprende? Que atras das coisas ha 'algo inteiramente diferente” nao
seu segredo essencial e sem data, mas o segredo que elas sdo sem esséncia, ou que
sua esséncia foi construida peca por peca a partir de figuras que lhe eram estranhas. A
raz&o? Mas ela nasceu de maneira inteiramente 'desrazoavel - do acaso.” (Foucault)

“‘Bem, construamos "peca por pe¢a” nossas coisas, nossos 'queremos’, nossos iextos,
projetos, pesquisas, documentarios. Desrazoadamente e sem se preocupar com
finalidade alguma, apenas o simples fazer algo diferente e com sentide para nds, o que
desejamos. Se for cientifico, educativo, com uma dptica artistica. Ja que € arte, com a

optica da vida.” Frederic Nietzsche, fildscfo alernéo.
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NOMENCLATURA

Al - Alginato

AP1 — Aparato para medidas de liberagéo
AP2 — Aparato para medidas de liberacao
AP3 — Aparato para medidas de liberagéo
BSA — Soro albumina bovina

BRAD — Bradford

CA — Carragena

CAS — Caseina

FITC - Isotiocianato de fluoresceina

GE - Gelana

GVH — Gordura Vegetal Hidrogenada

PE - Pectina

UV — Ultra viocleta

nsp = viscosidade especifica (mL/g)

M=ot = viscosidade da solugdo (mL/g)

Nuzo = Viscosidade da agua (mL/Q)

Nner = Viscosidade inerente (mi/g)

Ned = VisSCosidade reduzida {(mL/g)

Nres = viscosidade relativa (mL/g)

C = concentracio da solucdo (g/imlL)
ApHamosira = variac@o de pH da amostra
ApHeaseing = Variagao de pH da caseina

K = fator de conversdo para o Cannon-Fenske (n®100) = 0,015
t = tempo de escoamento (s)

p = densidade relativa da agua
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RESUMO

Este trabalho visou a producdo de microcapsulas capazes de reter
proteinas, para serem utilizadas na tentativa de substituicdo dos organismos vivos
usados na alimentagdo de larvas de peixes. Quatro diferentes polissacarideos:
alginato, carragena, goma gelana e pectina; todos com capacidade de formacao
de gel por polimerizagao ibnica foram utilizados, individualmente e em associacéao,
para obteng&o de capsulas e microcapsulas. A fabricacéo se deu através de uma
bomba peristaltica (capsulas) € de um aspersor capilar com alta pressao
(microcapsulas). Foram construidos diagramas de fase para determinacéo das
regides sol, gel e sinerese. Par@metros como flutuabilidade, solubilidade,
morfologia e tamanho das capsulas e microcapsulas foram avaliados, sendo
determinantes na posterior escoiha e utilizagao de capsulas e microcapsulas para
fins voltados ao cultivo de peixes. A capacidade de liberagcdo de proteina pela
microcapsula foi investigada em matrizes Umidas e secas por liofilizacdo, em
periodos pre-determinados utilizando caseina (proteina modelo) e um sistema
composto desta proteina com a introducdo de gordura vegetal hidrogenada.
Ensaios de digestibilidade in vitro foram conduzidos para verificar o acesso
enzimatico a proteina encapsuiada; Os resultados apresentados pelos digramas
de fase mostraram a capacidade da goma gelana e carragena de formarem géis
sem adicdo de calcio a partir das concentra¢des poliméricas de 0,75 e 1,2%,
respectivamente. Os diagramas também indicaram a predominancia de um dos
polimeros componente da mistura (binria, ternaria ou quaternaria) utilizadas na
fabricacdo das microcépsulas. Todas as microcapsulas estudadas mostraram
insoluveis apods a geleificacdo e cura. A flutuabilidade das capsulas Umidas sem
recheio variou de 21,7s (pectina-alginato) a 6,5s (carragena-alginato). A
flutuabilidade das microcapsulas umidas e secas por liofilizagao contendo proteina
e gordura foram superiores a 4 horas. O tamanho variou de variou de 1,5 a 2 mm
para capsulas (microscopio estereoscopico) e de 8 a 870 um (laser scattering)
com média de 150u para microcapsulas. Quanto a morfologia, as capsulas e

microcapsulas apresentaram formas esféricas em sua maioria, multinucleadas
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com distribuicdo do recheio por toda extensio da matriz. A secagem em liofilizador
causou uma perda parcial da forma esférica das microcapsulas mantendo, no
entanto, sua integridade fisica. Os sistemas poliméricos envolvendo somente
proteina revelaram diferentes perfis de liberagio proteica, com maior liberagao
observada para matriz de alginato (100%) e menor para matriz obtida da mistura
ternaria pectina-gelana-alginato (10%), apds 240 minutos em solugcao. Com a
inclus@o da gordura no sistema foi observada uma reducéo significativa (p<0,05)
na liberacdo de proteina pela microcapsula. A menor liberagao foi observada para
as microcapsuias liofilizadas. A digestibilidade in vitro das microcapsulas indicou o
acesso das enzimas & proteina encapsulada com niveis consideraveis (medida
proteolitica >40% e queda de pH >70%) de digestibilidade com;éarada a caseina

livre, para todos os sistemas estudados.




SUMMARY

This research aimed at producing microcapsules capable of retaining
proteins, with the objective of substituting the live organisms used in larval fish
feed. Four different polysaccharides: alginate, carrageenan, gelan gum and pectin
were used, all having the capacity to form gels by ionic polymerization both
individually and in association, in order to produce capsules or microcapsules. The
capsules were produced using a peristaltic bomb and the microcapsules using high
-pressure capillary aspersion. Phase diagrams were constructed to determine the
regions of sol, gel and syneresis. Parameters such as floatability, solubility,
morphology and capsule/microcapsule size were evaluated, these parameters
determining the subsequent choice and use of capsule or microcapsule in fish
breeding. The protein liberating capacity of the microcapsule were investigated in
moist and freeze-dried matrices after pre-determined periods, using casein (model
protein) and a system composed by casein with the introduction of hydrogenated
vegetable fat. In vitro digestibility trials were carried out to verify enzyme access to
the encapsulated protein. The results presented by the phase diagrams showed
the capacity of both gelan gum and carrageenan to form gels as from polymeric
concentrations of 0.75 and 1.2% respectively, without the addition of calcium. The
diagrams also indicated the predominance of one of the component polymers of
the mixture (binary, ternary or quaternary) used in the production of microcapsules.
All the microcapsules studied were shown to be insoluble after jeliification and
curing. The floatability of the moist unfilled microcapsules varied from 21,7s
(pectin-alginate) to 6,5s (carrageenan-aiginate). The floatability of both moist and
freeze-dried microcapsules containing protein and fat was greater than 4 hours.
The size of the capsules varied from 1,5 to 2 mm (stereoscopic microscopy) and
that of the microcapsules from 8 to 870 um (laser scattering) with a mean of
150um. With respect to morphology, both the capsules and microcapsules were
mostly spherical and multinucleated, the filling being distributed throughout the
matrix. Freeze-drying resulted in a partial loss of the spherical form of the

microcapsules, which nevertheless retained their physical integrity. The polymeric
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systems filled with only protein showed different protein liberation profiles, with
greater liberation being observed for the alginate matrix (100%) and lesser
liberation by the ternary mixiure of pectin-gelan-aiginate (10%), after 240 minutes
in solution. The inclusion of fat in the system resulted in a significant reduction
(p<0.05) in protein liberation by the microcapsule. The lowest degree of liberation
was observed for the freeze-dried microcapsules. The in vivo digestibility of the
microcapsules indicated access of the enzymes to the encapsulated protein, with
considerable levels of digestibility (proteolytic mean >40% and a pH fall of >70%)
in all the systems studied, as compared to that of free casein.
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INTRODUCAQ

1. INTRODUGAO

Quase todas as espécies de peixes e crustaceos, tanto marinhos como de
agua doce, em seus estagios iniciais de vida (larvas) necessitam de organismos
plantdnicos vivos como primeiro alimento. No entanto, quando cultivados, o uso
destes organismos demanda infra-estrutura e manejo adequados gerando altos

custos operacionais.

Nos sistemas intensivos de produgdo de peixes, o primeiro alimento dessas
larvas € constituido principalmente pelos nauplios de Arfemia e rotiferos, que s&o
muito bem aceitos pela maioria das espécies de peixes, e sdo direcionados

estritamente as fases iniciais de larvicultura.

O desenvolvimento e uso de ragdes comerciais surgem como alternativa
potencial para substituir ¢ alimento vivo, porém a producéo de particulas ou
microaglutinados muito pequenos, que contenham alta porcentagem de proteina,
pode ser oneroso, além de sofrerem grande lixiviacdo quando em contato com a
agua. Este ultimo fator € um ponto negativo na aqiicultura, causando grandes
problemas por deposi¢ao do material organico no fundo do tanque e conseqiente

poluigéo ou perda da qualidade de agua.

Uma proposta viavel seria o uso de microencapsulados funcionando como
uma pelicula permeavel com cinética de liberagao de nutrientes controlada. Estas
ragbes produzidas a partir da microencapsulacao, utilizando misturas (blends) de
gomas naturais (biopolimeros) efou proteinas, podem possibilitar a formacao de
camadas ou paredes estaveis, pouco sollveis em agua e com baixa densidade

relativa.

Biopolimeros sao utilizados na cobertura e conseqiiente imobilizacéo total ou
parcial de inUmeros tipos de recheio, tais como: enzimas, proteinas,
microrganismos, aditivos alimenticios, pesticidas, compostos farmacolégicos e
alguns oleos essenciais (TANAKA et al., 1984). Apesar de sua enorme aplicacao,

sua extensao tem sido limitada somente a “‘nonfoods”, sendo que a area de
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alimentos tem sido ate agora pouco explorada. O propésito primario das misturas
desses biopolimeros é permitir um tamanho adequado de microcapsula e um bom

controle de porosidade que favoreca a liberagdo gradual do nucleo (recheio).

A microencapsulagdo vem tornando-se um instrumento bem aceito em
laboratorio para estudos de necessidades nutricionais em larvas de crustaceos
(SAKAMOTO et al., 1992}, bivalves (LANGDON et al., 1985) e larvas e pés-larvas
de alguns peixes (YUFERA et al, 2000). Os primeiros trabalhos com
microcapsulas nesta area baseavam-se em uma mistura de proteina-nylon para
construgdo da parede da capsula por polimerizacdo interfacial porém, eram

potencialmente tdxicas.

Uma opgao para evitar o uso de solventes organicos ou temperaturas e pH
extremos € a ligacédo idnica de polieletrélitos, onde o biomaterial é encapsulado
como gota dentro de uma solugéo, formando uma gota gelificada (OKHAMAFE et
al.,1996).

A microcapsula ideal deve ser capaz de resistir & desidratagdo e hidratacao
rapida, sem consequente ruptura da membrana externa (matriz), prevenindo assim
perdas dos nutrientes por lixiviacdo e contaminacio microbiana. Entretanto,
atrativos e estimulantes gustativos do alimento incorporados dentro das dietas
devem ser liberados, e para isso, a microcapsula deve possuir uma parede

semipermeavel.

Diversos trabalhos citados na literatura mostram o desenvolvimento de
microcapsulas com uma matriz de parede insollivel em agua ou com limitada
solubilidade a base de lipideos, ceras e proteinas (REINECCIUS, 1995).

As propriedades fisico-quimicas sugerem que estes biopolimeros possam
oferecer caracteristicas interessantes no desenvolvimento de microcapsulas, pois
permitem certo controle da liberagao do nicleo, trazendo enormes vantagens para

aplicacao em alimentos.



OBJETIVOS

2. Objetivo geral

A finalidade deste trabalho foi obter microencapsulados a partir da técnica
de polimerizacao ibnica, contendo um recheic adequado para posterior
alimentagao de larvas de diversos tipos de peixes neotropicais. Para isso buscou-
se o desenvolvimento, a caracterizacdo e a comparagdo das microcépsulas,
utilizando como material de cobertura quatro gomas naturais: carragena, alginato,
pectina e gelana e suas misturas, avaliando-se também as propriedades de

liberacao dos encapsulados obtidos.

2.1 Objetivos especificos:

a. Construgao de diagramas de fase dos biopolimeros utilizados, bem como
de suas misturas e determinagdo da viscosidade intrinseca desses

biopolimeros;

b. Desenvolvimento de um aparato para produgdo das microcapsulas, e de

um aparato para medir a liberacao protéica ao longo do tempo;

c. Caracterizagéo das capsulas e microcapsulas quanto a flutuabilidade,

solubilidade em agua, tamanho e morfologia;
d. Secagem das microcapsulas;
e. Caracterizacao fisico-quimica das microcapsuias

f.  Acompanhamento da liberagdo de proteina de tamanho conhecido, pelos
microencapsulados produzidos e a liberacéo apos introducédo de gordura,

nestes sistemas poliméricos;

g. Determinacgao da digestibilidade /n vitro das microcapsulas.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Microencapsulacao

A microencapsulagdo consiste na cobertura de particulas muito peguenas de
ingredientes com um material visando reduzir a reatividade do material encapsulado
(recheio) em relag@o ao meio (luz, oxigénio, umidade, temperatura, etc), controlando
a taxa de liberagéo ou evaporagcado do mesmo, facilitando o manuseio do material
encapsulado (SHAHIDI & HAN, 1993).

A microencapsulacéo € um processo que permite a variagao de diversos
fatores (ingredientes alimentares, reagentes e procedimentos) gue influenciam nas
caracteristicas finais do produto. Pode ser formada por varias técnicas, onde a
escolha do meétodo em particular & determinada, em grande parte, pelas
caracteristicas de solubilidade dos componentes ativos e dos materiais carregados.
E uma técnica bastante utilizada, entretanto muitos fatores afetam a estabilidade e a
funcionalidade dessas microcapsulas (ROSENBERG & YUNG,1993).

Para obtenc&o dos encapsulados, existem diversos métodos que se dividem
em: quimicos, atraves de inclusdo molecular ou polimerizacéo interfacial; os fisicos,
como o spray drying, spray chilling, spray cooling, leito fluidizado, extrusdo, co-
cristalizacdo e liofilizagdo; e os fisico-quimicos, que incluem a coacervagao,

separacao por fase organica e formagao de lipossomas (JACKSON e LEE, 1991).

Métodos de microencapsulagdo como: precipitagdo, polimerizaggo interfacial e
secagem por atomizagdo estdo bem estabelecidos (TANAKA et al., 1984: DUPUY et
al., 1988, DOUGLAS e SEFTON, 1990). Entretanto, estes métodos nao tém sido
muito utilizados em trabalhos, cujo objetivo € a liberagdo do recheio, pois podem
envolver a utilizacao de solventes organicos, temperaturas extremas ou condicdes de
pH, que poderiam tornar os mesmos inativos. Uma alternativa é a polimerizagao
idnica ou ligagéo idnica de polieletrdlitos, onde o material é extrusado como gota

dentro de uma solugao idnica, formando uma esfera gelificada (ROCHA, 2001). Logo
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apds a formacdo, as esferas permanecem durante alguns minutos na superficie, e
depois de algum tempo, dependendo da concentracdo e do tipo de cation, elas
diminuem de tamanho e submergem, devido ac aumento de densidade. Este periode
& conhecido como de maturacdo e € geralmente alcancado apoés 15 horas,
aproximadamente. Esse sistema gelificado se desenvolve lentamente com o tempo,
porque ligacbes intercruzadas (reticulacdo) ocorrem durante a formacéao do gel,
processando-se progressivamente da superficie para o interior da esfera gelificada.
Simultaneamente, uma perda de agua (sinerése) ocorre e desta maneira o sistema
nao se encontra iniciaimente em um verdadeiro equilibrio. O peso da esfera decresce
com o tempo devido a contracao da matriz e a expulsdo da agua (MESTDAGH e
AXELOS, 1998).

Um probiema freqiente é a irregularidade das caspulas, que geralmente
apresentam pequenas caudas. Sendo assim, para a formac¢ao de capsulas esfericas,
deve-se controlar os parametros: natureza e concentracdo da solugdo, tipo e
tamanho molecular do cation (MESTDAGH e AXELOS, 1998).

Alguns polimeros, quando em contato com ions, sofrem gelificacdo. A
preparagdo de microcapsulas através de geleificagao idnica envolve uma solugéo
polimérica aquosa, com ions de baixa massa molar. Desta maneira, polieletrolitos de
cargas opostas, interagem formando um complexo. Para o sucesso da encapsulagao
através de gelificacao ibnica, deve ocorrer a formagéo de uma estrutura amorfa meta
estavel, onde a reducao do conteudo de agua aumenta a temperatura de transicdo
vitrea, e resulta em uma matriz impermeavel para certos compostos organicos, bem

como para o oxigénio. A permeabilidade a agua mantém-se finita (THIES, 1995).

A elasticidade das capsulas aumenta conforme a afinidade do cation/poliion, e
este parametro também & responsavel pelo comportamentc da sinerése. A
concentracdo de cation, a forca iénica e o pH determinam a cinética da formacao do
gel, bem como o volume e estabilidade das capsulas (MESTDAGH e AXELOS,
1998).
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As microesferas poliméricas surgiram como alternativa para que o sistema de
liberacéo controlada pudesse ser administrado de maneira simples, constituindo um
sistema matricial no qual uma substancia esta dissolvida, dispersa ou encapsulada
(SHEU e MARSHALL, 1993).

Segundo TREVISAN (1990), na selecdo da matriz (cobertura) para
imobilizagao de compostos ativos, diversos aspectos devem ser considerados tais
como: as propriedades mecanicas das capsulas, a forma fisica e o tamanho de
particulas, a resisténcia ao ataque quimico e microbiano, as caracteristicas de
superficie (carga, hidrofobicidade, a adsor¢do de outras substancias, superficie
especifica e composicao quimica), a morfologia do material, a sua permeabilidade, a

capacidade de ser derivatizado, o preco e a disponibilidade comercial.

Dietas proteicas, carboidratos e particulas insoliveis em agua podem ser
incorporadas, e eficientemente mantidas por microcapsulas fabricadas por
gelificag@o ibnica, com o uso de hidrocoloides. Estas particulas podem apresentar
uma larga distribuicdo de tamanho (5 a 1000 micrometros), porém apresentam
restricdes na retenc@o de compostos de baixo peso molecular ou solivel em agua
(VILLAMAR & LANGDON, 1993). No entanto, microcapsulas com parede lipidica s&o
utilizadas inclusive para entrega de micronutrientes, como vitaminas e aminoacidos
especificos para animais filtradores marinhos (ostras, mariscos), mas somente uma
pequena proporcao, entre 5 a 15%, do volume das capsulas, representa a
quantidade de recheio que pode ser encapsulada (VILLAMAR & LANGDON, 1993:
LOPEZ ALVARADO et al., 1994; BUCHAL e LANGON, 1998).

De acordo com SHAHIDI & HAN (1993) e THIES (1998), as microcapsulas
apresentam uma ampla variedade de estruturas, onde algumas sdo de geometria
esférica, com uma fase interna continua rodeada por um material de parede também
continuo (estrutura de parede simples), outras podem apresentar uma geometria
irregular, com fase interna distribuida em uma matriz do material de parede

(estruturas agregadas).
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O tamanho de capsulas pode variar de microns até milimetros, sendo
dependente do material e método utilizado no seu processamento. A tabela 1

apresenta os intervalos de tamanho, segundo o processo de obtencdo utilizado.

A encapsulacdo de microrganismos e outros substratos como enzimas, em
capsulas esféricas de alginato de calcio, tém sido um dos métodos mais largamente
utilizados para imobilizacdo desse tipo de material bioldégico (ROCHA, 2001). O
alginato tambeém apresenta propriedades Unicas, e é capaz quando utilizado como
matriz de encapsular e ou “entregar’ uma grande variedade de células e proteinas.
Estas propriedades incluem: ambiente aquoso relativamente inerte a matriz,
processo de encapsulagdo em temperatura ambiente, livre de solventes organicos,
alta porosidade do gel, que permite uma alta taxa de difusdo de macromoléculas,
habilidade para controlar esta porosidade com simples processo de cobrimento
(TANAKA et al, 1984), dissolugao e biodegradacao do sistema sobre condicbes

fisiologicas normais.

Tabela 1. Tamanho de particula em relagadoc ao método de encapsulagio.

Métodos Aplicagao dos materiais Tamanho (um)
Fisicos

Extrusao estacionaria solido/liquido/gas 100G - 6000
Bocal submerso solidofliquido/gas 700 — 6000
Extrusao centrifuga solido/liguido/gas 125 - 3000
Bocal vibrante solido/liquido/gas 500 ~ 2000
Spray drying Sélido/liguido 5-150
Disco rotativo Solido/liquido 5 —1000
Pan coating Salido > 500
Suspenso por ar Solido 50 - 10000
Quimicos

Coacervaglo Solido/liquido 1 —500
Polimerizacao interfacial Soiidofiiguido 1—500
Evaporacdo do solvente Solidofliguido 1-5000
Polimerizago in situ Solidoftiquido 1-500

Fonte: Scuthwest Research Instifute, 1891,
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COPPI et al. (2002), estudando imobilizacdo de proteinas em capsulas de
alginato com o objetivo de avaliarem o grau de “crosslinking” de albumina do soro
bovino (BSA) e o polimero, e também o perfil de liberagdo dessas capsulas,
verificaram que em meio com pH 3,5 as microcapsulas obtidas mostraram alta
capacidade de imobilizacdo da proteina, atribuindo esse fenémeno as interactes
eletrostaticas entre a proteina no estado polication e o alginato no estado

polianidnico, formando um complexo alginato-BSA.

Geis de alginato foram usados como padréo de comparacdo no estudo de
caracteristicas fisicas e de liberacdo de sulfato de sabutamol preparadoc com
diferentes polissacaridecs. As céapsulas foram examinadas por MICroscopio
eletrénico de varredura, calorimetria diferencial de varredura (DSC) e difragdo em
raio-X, para determinar a morfologia e o didmetro médio, e o contetido de material de
recheio contido nas capsulas. A liberacdo do material de recheio foi analisada em
soluggo de HCI 0,1N (pH 1,2), agua destilada e tampéo fosfato (pH 7.4). O exame
fisico das capsulas revelou a presenca de cristais do material de recheio, sem
interacao entre este e os polimeros. A liberacao foi dependente das propriedades
idnicas dos polimeros e do pH do meio (FATTAH et al., 1998).

De acordo com THIES (1885), as principais propriedades das microcapsulas
que devem ser consideradas sao: estrutura geral, externa, interna {microscopia ética
e varredura); estrutura fina (raio-X e analise térmica); tamanho e distribuicao de
tamanho (microscopia e analisador de tamanho de particulas); composi¢ao da casca
e recheio (andlise térmica, cromatografia e espectroscopia); comportamento de
liberagao (mudanca de peso, cromatografia e espectroscopia); propriedades fisicas
(compreensado estatica, resisténcia ao cisalhamento, mobilidade eletroforética) e

estabilidade, enire outras.
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3.2 Difus@o e liberagao controlada

A liberacdo do contelido das microcapsulas pode ocorrer através de varios
mecanismos, como: ruptura mecénica ou dissolugdo, temperatura, pH, solubilidade
no meio, biodegradacao e por difusdo (REINECCIUS, 1995). A tabela 2 apresenta
alguns sistemas encapsulantes (SOUTHWEST RESEARCH INSTITUTE, 1991),

sollveis em agua e seus provaveis mecanismos de liberacao.

A liberacao do material de recheio pode ocorrer de diferentes formas, podendo
representar quatro modelos tedricos de curva de liberacdo. O primeiro mecanismo
considera a existéncia de um mecanismo de disparo (calor, luz, pH e degradacotes
quimicas da capsula) gue inicia a liberagéo. O segundo, assume que a parede da
capsula atua como reservatério, onde a taxa de liberagcdo & constante. O terceiro
modelo pressupde a migracao atraves da parede, mas considera um efeito adicional
de liberacdo ocasionado por peguenos rompimentos na estrutura da capsula. O
guarto modelo considera a parede como uma membrana semipermeavel e seletiva a

diferentes pesos moleculares (THIES,1995).

Nao existe um uUnico tipo de perfil de liberagdo que satisfaga todas as
necessidades. Os dados de liberacdo reais tendem a se desviar dos perfis de
liberacao idealizados, sendo que as liberagdes lineares ou de ordem zero sdo menos
comuns. As capsulas desenvolvidas para liberacado controlada tendem apresentar
liberacéo de primeira ordem (CARDQOSO, 2000).

A cinética de liberagao de primeira ordem ocorre quando o material de nicleo,
& na verdade, uma solucéo. Este tipo de processo € o mais comum e a cinética de
liberacao obedece ao modelo de difusdo de Fick. A cinética de liberagio de materiais
do recheio, tanto de matrizes polimericas hidrofilicas, quanto hidrofébicas, tem sido
estudada experimentalmente, e a quantidade liberada representada por uma cinética
t 2 tem sido geralmente observada (PAPADOKOSTAKI et al., 1998).
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Tabela 2. Sistemas encapsulantes e provaveis mecanismos de liberacio.

Sistemas Encapsulantes  Mecanico Termico Dissolugde  Quimico

Alginato e

Carragena ®

Caseinato o

Celulose modificada ®

CQuitesana o

Gelatina ®

Goma xantana . e
Goma arabica N ®
Latex e
Polietileno-glicol . e
Polipectate *
Polivinil-alcool ®

Amido ®

Aclcar modificado . ® s

Fonte: Southwest Research Institute, 18691,

No campo da bioencapsulacdo, muitas aplicagbes sdo baseadas nas
propriedades de difusdo de diferentes solutos para dentro e para fora da matriz
gelificada. Suportes gelificados de policarboxilatos sao freqlientemente usados como
uma matriz para conter moléculas de importancia bioldgica (MESTDAGH & AXELOS,
1998).

A difusdo e regida por um gradiente de concenfracao e de forgas atrativas
intermoleculares, tais como: pontes de hidrogénio e interacdes de Van-der-Waals
(SHAHIDI & HAN, 1993), controlada pela solubilidade do componente encapsulado
na matriz e pela sua permeabilidade através da mesma (REINECCIUS, 1995). A
difusdo depende do tamanho, forma e polaridade da molécula penetrante, bem como
da cadeia do polimero, grau de ligagdes e quantidade de cristalinidade (TANAKA et
al., 1984).

10
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A maioria dos efeitos de difuso relatada em géis pode ser expiicada com
base na mudang¢a da tortuosidade ou porosidade, mudanca no coeficiente de
particao, interacdo de moléculas grandes com a rede da matriz do gel, interacéo
entre solutos com diferentes difusbes e efeitos da temperatura (WILLAERT e
BARON, 1996).

A expansao do volume de microcapsulas, devido & hidratagdo, é um fator
importante no controle da taxa de liberacdo de um agente bioativo, assim como na
permeabilidade da capsula, da area de superficie em contato com o meio aquoso e
na concentragéo intracapsular do agente ativo diluido dentro da capsula. A absorgéo
de agua provocou um aumento do volume de microcapsulas de alginato-quitosana
de aproximadamente 75% do tamanho original, apds 30 minutos de contato com a
solucdo (POLK et al., 1994)

De acordo com KOIDA et al. (1987), o mecanismo de transporte do agente
ativo através da microcapsula pode ocorrer: a) através de uma fase polimérica
continua (FLYNN et al. 1974); através de canais interconectados, como poros
minUsculos ou pequenos rompimentos; ou c¢) paralelamente, através da fase
polimérica continua, e através de canais interconectados (BARRIE, 1968), a partir do

qual modelos matematicos de fluxo através da capsuia podem ser estabelecidos.

A difusao de solutos livres em meio liquido em muitas situacdes utiliza a
equacdo de Stokes-Einsten, onde a constante de Boltzman, a viscosidade do
solvente e a temperatura do sistema sao considerados na determinacido da
difusividade (JANOLIO, 1982 apud CABRAL ,1990). Correlagdes semi-empiricas sao
também utilizadas, sendo a de Wilke-Chang bastante utilizada (REID et al., 1987).

Considerando a difuséo de solutos para dentro e para fora das capsulas de
gel, para solutos de baixa massa molar em comparacao a porosidade(10 a 20nm), o
coeficiente de difusdo nao foi afetado pelo pH ou forca idnica do meio onde se
encontravam as capsulas. O coeficiente de difusao decresceu com a massa molar do

soluto, mas a variagao do coeficiente nem sempre seguiu a lei de Stoke-Einstein. Ao

11
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contrario do coeficiente de difusao, o coeficiente de particdo é afetado pelo pH e/ou
forca idnica do meio. Isto significa que certas forgas atrativas ou repulsivas de
interag@o podem existir entre as moiéculas difundidas e as cadeias da matriz de
alginato, possibilitando alternativas de retencao/liberagao diferenciadas (MESTDAGH
e AXELOS, 1998).

Difusividade efetiva de solutos em capsulas de alginato de calcio, utilizando-se
estado nao estacionario, em esferas de gel imersas em volume de liguido finito,
foram medidas por TANAKA et al. (1984), utilizando equacdes estabelecidas por
Crank (Equagéo 1), podendo-se considerar a difusdo do interior ao exterior da

capsula ou do exterior ao interior da mesma.

Fod Dq{; Alar

o 1+
c =% Cu. z ale T
i - 9+9. a+qﬁ. ¥ seng,

‘a sen(q,.r/a)

Eguagao 1

onde: Cp = concentracéo do substrato
Cio = concentracgie inicial do substrate

a = diametro da capsula

r =raio
i =tempo
(V\ (4-%-513}
a: _J; =
NP

V = volume da solucdo, excluido o espaco ocupado pelas capsulas
N = numero de capsulas
4n = termos de raiz positiva=0

LIMA (2001) encapsulou pirazinamida e isoniazida, farmacos utilizados para o

combate a tuberculose, em lipossomas medindo a liberacdo in vitro dos recheios
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utilizados. O sistema de difus@o utilizou saco de dialise contendo as lipossomas,
submersos em solugao tamp&o, com agitagao branda. Os resultados experimentais
foram analisados considerando o sistema como esferas sélidas perosas, modelo
difusivo, descrito pela lei de Fick. O ajuste dos dados experimentais a um modelc, ao
invés do método convencional dos minimos quadrados, onde todo o erro é atribuido
a variavel dependente, utilizou 0 método da maxima verossimilhanca que considera a
influéncia das incertezas das medidas experimentais, onde o detalhamento

matematico € descrito na referéncia.

O processo de liberagdo em meios aquosos envolve a absor¢éo de agua pela
cépsula, a dissolugdo do material de recheio, eventuais quebras de ligacdes
hidroliticas e, simultaneamente, a difusdo do composto encapsulado. Mecanismos de
liberacdo de um recheio encapsulado e sua modelagem matematica em sistemas
que podem sofrer eroséo, nao permitem o tratamento como uma difuso simples ou
uma difus&o provocada pelo inchamento controlado da matriz, considerando assim,
somente o fendmeno de fransporte de massa (CRANK 1975; SPIEPMANN e
PEPPAS, 2001).

O tipo de polimero e os diferentes processos fisico-quimicos envolvidos,
determinam o controle da liberacao, que podem ser afetados pelo tipo de erosdo que
pode estar ocorrendo. Em geral, dois tipos sdo observados: uma erosdo de
superficie, com predominancia nas camadas mais exiernas poliméricas & uma de
volume, mais lenta que ocorre no sistema todo, dependente da taxa de inchamento
da capsula. Como comportamento basico, polimeros com grupos funcionais mais
reativos tendem a apresentar uma degradacdo de superficie rapida, enquanto
polimeros com grupos funcionais menos reativos tendem a apresentar erosdo de
volume. Em contraste, o aumento de caminhos de difusdo com o tempo dos sistemas
de liberagao, regidos exclusivamente pela difusdo, podem ser compensados pelo
aumento da permeabilidade/porosidade do sistema erodido, provocando uma saida
constante ou crescente do recheio com o tempo (FAISANT, SIEPMANN e BERNOIT,
2002).

13
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CHARLIER et al. (2000) utilizaram recentemente um modelo para quantificar a
liberagao em suporte de acido poli-facticoglicolico (PLGA), considerando a difusio e
a degradacao, simultaneamente. ZYGOURAKIS (1990) apresentou o primeiro
trabalho a similar a degradagao do polimero, utilizando técnicas de Monte Carlo, para
modelar a difusdo. GOEPFERICH (1997) usou também a degradacao polimérica
(simulada com a tecnica de Monte Carlo) e o processo de difusao, via transporte de
massa (ulilizando a segunda lei de Fick) em sua modelagem de liberacéo.
Recentemente, trabalhos envolvendo esses dois tipos de eventos simultaneos na
liberacéo de fluoracil encapsulado em PLGA foram desenvolvidos com modelagem
matematica por FAISANT et al. (2002), onde a analise de tamanho de particula,
calorimetria diferencial de varredura, cromatografia de exclusdo molecular e
microscopia eletrénica de varredura foram utilizados para a obtencao dos resultados
experimentais que fundamentaram o desenvolvimento da modelagem de liberag3o.
Os autores observaram um efeito “burst” inicial, seguido por uma fase de liberacio

com cinética de ordem zero.

Quando céapsulas de alginato de calcio sdo obtidas pelo gotejamento da
solugao de alginato de sodio contendo o material de recheio na solucéo de cloreto de
calcio, Coeficientes de difuséo de solutos com massas molares menores que 2x10°
Daltons, como a glicose estudados por HANNOUN e STEPHANOPOQULOS (1986), o
etanol por POLK et al. (1994) em membranas de alginato decresceram com o
aumento da concentracao do polimero e a taxa de liberagao dependeu diretamente
da concentragao e composi¢ao dos acidos gulurénico/manurémico, das condigoes de
processamento da capsula, do pH e da temperatura de fabricac@o das mairizes. Por
outro lado, TANAKA et al. (1984) e KIERSTAN et al. (1982) observaram que as
caracteristicas de difusdo de compostos de baixa massa molecular, nao foram

afetadas pela concentragéo do ion célcio ou do gel de alginato.

No caso de compostos de alta massa molecular, como a hemoglobina, a Y

globulina, o fibrincgénio e a albumina, estudados por KIERSTAN et al. (1982),

14
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TANAKA et al. (1984), MARTINSEN et al. (1992), a difusao foi afetada pela

concentrag&o do gel de alginato, mas néo afetada pela concentracéo de ions calcio.

O efeito da dimensao do gel, tipos de alginato e concentractes e extrusao dos
ions sobre as propriedades de difusdo dos géis de alginato foram estudados por
KIERSTAN et al. (1982). O estudo indicou que géis de alginato com aito contetido de
acido-polimanurénico possuiem boas caracteristicas de porosidade, enquanto que
alginatos com alto contetdo de &cido poligulurénico formaram géis com baixa
porosidade, especialmente a respeito aos compostos de alta massa molecular

encapsulados.

O comportamento de liberacdo de matrizes de alginato em diversos meios de
dissolugéo foi pouco afetado pela viscosidade da solugdo contendo o alginato. A
composicao de mondmeros similares com diferentes viscosidades intrinsecas de
alginato com alto contetido de blocos G, blocos M, blocos G e M, produziram curvas
de liberacao muito semelhantes (OZTBERG & GRAFFNER, 1994). Assim, a difusdo
controlada € dada pela matriz do gel (TOMIDA et al., 1993).

LOPEZ-ALVARADO et al. (1994) observaram que géis de alginato n&o foram
adequados na retencao de moléculas nao lipidicas de baixo massapeso molecular, o
mesmo ocorrendo com carragena e zeina. Ja os materiais lipidicos serdo mantidos
dentro da matriz, mesmo sendo de baixa massa molar, quando a solugédo contendo

as capsulas for aquosa (KING, 1988).

COPPI et al. (2002) estudando a difusdo de soro albumina bovina (BSA)
através de matrizes de alginato obtidas por spray-drying e polimerizacéo interfacial,
observaram que todas as amostras estudadas apresentaram um comportamento de
liberaggo da BSA com 3 fases, sendo a primeira fase com liberacdo de
aproximadamente 5% da proteina, no periodo de 2 horas, seguida por uma mudanca
rapida com 35% de liberagdo em 15 minutos e uma terceira fase, compreendida pela
liberagao de 60%, depois de 8 horas. Eles atribuiram a primeira fase a resisténcia ao

meio acido devido a complexa rede célcio-alginato, a segunda devido a sua ruptura
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no fluido intestinal e a terceira devido a matriz de alginato-quitosana, que retardou a

liberagdo do resto de proteina presente na capsula.

Microesferas com matriz polimérica de pectina produzidas por uma técnica de
emulsificacdo e gelificacéo externa foram exploradas, e as propriedades de liberagao
de dois tipos diferentes de farmacos, com diferente solubilidade em agua foram
estudados por WONG et al. (2002). Eles observaram uma baixa porcentagem de
liberaggo das drogas de baixa massa molecular pelas microesferas que
apresentaram pequenos tamanhos (50u) e uma grande area de superficie especifica.
Os estudos de correlacao matematica indicaram que o perfil de liberacdo da droga
de microesferas de pectinato foi significativamente afetado pelo contetido de droga
utilizado, bem como pela extensividade de interagdes droga-pectina nestas

microesferas.

O tamanho do poro presente no gel é determinante na difusdao de moléculas
utilizadas como recheio. Adicionalmente, adsorcido de proteinas de baixa massa
molar em capsulas de gel alginato pode ser controlada pelo ajuste do pH ou forca
idbnica média. Uma liberacdo controlada de proteinas pré-adsorvidas pode também
ser conseguida de maneira semelhante (VELINGS et al., 1994 em MESTDAGH e
AXELOS, 1998). Segundo os autores, a concentracdo de cations, a forga ibnica e o
pH determinam a cinética de formacgéo do gel, bem como o volume e estabilidade do
suporte. A distribuicdo do tamanho dos poros varia e influencia a difusdo das
moléculas. O peso das cépsulas formadas decresce com o tempo devido & contragao

da matriz e a expuls&@o da agua, alterando assim a porosidade das capsulas.

MARTISEN et al. (1989) observaram, através de microscopia eletrénica, que
capsulas de alginato apresentaram uma rede com distribuigdo de tamanho de poro
entre 50 e 1500 A, onde proteinas globulares (30 A) com carga negativa foram

capazes de difundir em proporgao dependente do seu tamanho.

Interagbes entre proteinas e materiais poliméricos dependem dos seguintes

fatores: peso molecular da proteina, um importante parametro nas caracteristicas de
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difusao; ponto isoelétrico (pl) da proteina (e do polimero em alguns casos), que
governam interactes de cargas (polimero-proteina e proteina—proteiréa); presenca da
cisteina na proteina, que pode participar na formacdo de pontes dissulfidicas
infermoleculares; sequéncia de aminodacidos primarios na proteina, que podem ser
suscetivels a modificagbes quimicas em associagdo com o material polimérico;
presen¢a ou auséncia de carboidratos na proteina, que podem melhorar ou prevenir
a interagdo com o material polimérico e afetar o volume hidrodinamico da proteina;
relativa hidrofobicidade da proteina, que pode interagir com sitios hidrofobicos no
polimero; heterogeneidade da proteina. Estes fatores podem influenciar, juntamente
com a taxa de biodegradagao do polimero, a taxa de liberacao protéica. Estudos in
vifro de liberacao protéica s&o essenciais para determinar a reprodutibilidade dos
sistemas de cinetica de liberacdo e a integridade da proteina liberada; entretanto,
nao oferecem uma imitacdo das performances dos sistemas in vivo. Muitos
polimeros, por exemplo, podem degradar mais facilmente no organismo vivo do que
em tubos testes, devido a presenga de enzimas proteoliticas (GOMBOTZ e PETTIT,
1995).

Proteinas encapsuladas em matrizes de alginato sdo liberadas através de dois
mecanismos: difusdo da proteina através do poro da rede do polimero e degradacéo
da rede do polimero. A carga da proteina pode também influenciar a taxa de difusao
atraves da matriz de alginato, onde proteinas com carga positiva podem interagir
com o alginato de carga negativa, inibindo a difusdo no gel. Por outro lado, uma
proteina com baixo pl(ponto isoelétrico) pode ser liberada mais rapidamente através
da matriz, do que seria esperado da difusdo molecular livre (GOMBOTZ e WEE,
1998; COPPIl et al., 2002).

3.3 Dietas artificiais

Em paises cuja producdo potencial se focaliza em peixes de consideravel

valor econdmico, um dos desafios € reduzir a dependéncia de alimento vivo durante
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os primeiros estagios larvais de cultivo, como um modo de reduzir os custos de
produgdo (YUFERA et al., 1999).

Quando usado intensivamente, o alimento vivo apresenta problemas que
incluem grandes investimentos no estabelecimento da cadeia alimentar, consumo de
tempo e mao-de-obra, fornecimento inconstante, e as vezes, incompatibilidade
nutricional, variando significativamente devido as mudangas na composicao

bioquimica desses organismos.

Nos ultimos cinco anos, a safra de cistos de Artemia na regiao dos grandes
lagos (E.U.A), maiores fornecedores mundiais, tém sido sazonal devido as
mudancas nas condigbes climaticas causadas pelo fendmeno “el nifio”. A produgio
total desta safra (1999-2000) alcangou somente 820 t (produto bruto), bem abaixo de
safras consideradas “pobres” nos Ultimos anos, com 2270t O total do produto
abasteceu somente 25% da demanda mundial (KOLKOVSKI, 2001).

PERSON - LE RUYET et al. (1993), calcularam os custos envolvidos com o
alimento vivo (como principal Artemia) para o cultivo de “seabass’ (Dicentrarchus
labrax). O alimento vivo foi responsavel por 79% do custo de produgéo de juvenis
com 45 dias de idade e por 50%, dos custos nos primeiros trés meses de cultivo, e

representando somente 1,6% do peso seco total do alimento fornecido.

A microencapsulagao vem sendo utilizada ha alguns anos na elaboracao de
dietas para espécies aquicolas, com o objetivo de substituir o alimento vivo por
alimentos que contenham qualidade nutritiva adequada e controlada para favorecer o
desenvolvimento das fases larvais. Os ingredientes dessa dieta apresentam um
papel importante na formulacdo de um sistema estavel para elaboracao de
microcapsulas. De uma maneira geral, uma dieta para larvas deve conter diversas
fontes protéicas e lipidicas, além de outros ingredientes como: vitaminas, minerais,
lecitina e colesterol (PEDROZA- ISLAS, 2002).

Segundo YUFERA et al. (1998) e GUTHRIE et al. (2000), microcapsulas

podem ser um meio de fornecer microdietas preparadas para larvas de peixes em
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substituicdo ao alimento vivo. Elas tém sido exploradas por alguns anos com o
objetivo comum de manter as microdietas intactas até que peixes e larvas possam
ingeri-las. No entanto, especial atencdo deve ser focada para desenvolver uma
microcapsula, cuja matriz retenha componentes hidrossollveis, que sejam liberados
rapidamente quando a microcapsula for ingerida pela larva de peixe. Além disso, a
matriz da microcapsula deve ser, em algum grau, biodegradada no intestino da larva,
para promover maxima sobrevivéncia, crescimento e desenvolvimento larval. A
necessidade de conhecer, e compreender a habilidade digestiva da larva, também
sao questdes importantes para elaboragao desta dieta (SRIVASTAVA et al., 2002).

Baixa assimilagao e digestao das dietas tém sido observadas e relacionadas
aos baixos niveis de atividade enzimatica e auséncia de enzimas semelhantes 2
pepsina (SEGNER et al., 1089; VERRETH et al., 1992; KOLKOVSKI! et al. e DAY et
al., 1997). Segundo PERSON-LE RUYET (1989); WALFORD e LAM (1992) e
SRIVASTAVA et al. (2002), o sistema digestivo néo é totalmente funcional quando se
inicia a alimentagao exogena, na maioria das espécies de peixes. Sem um estdmago
funcional, a digestdo do alimento ingerido ocorre no intestino da larva também
chamado canal digestivo, onde o pH permanece alcalino e atividade de enzimas
semelhantes a tripsina (principalmente proteases pancreaticas) & responsavel pela
hidrélise protéica. O processo digestivo pode ser assim sumarizado: o alimento &
carregado ao lumen intestinal sem nenhuma pré-digestao; as proteinas contidas no
alimento sdo hidrolisadas em aminoacidos e polipeptideos pelas proteases
pancreaticas (existentes no lumen); os polipeptideos s&o digeridos novamente pelas
peptidases existentes no epitélio intestinal, resultando em polipeptideos menores e
aminoacidos e os peptideos restantes absorvidos no epitélio retal por pinocitose
(KUROKAWA et al. 19986).

Estudos recentes realizados por SRIVASTAVA et al. (2002) determinaram as
enzimas digestivas sintetizadas no pancreas e a hidrélise de proteinas no canal
digestivo, em larvas de linguado (Paralichthys olivaceus). Eles observaram, através

da analise de expressao do mRNA, que as enzimas tripsina, quimiotripsina, elastase,
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carboxipeptidase A e B e lipase, estavam presentes nestas larvas. A digestao de
proteinas, acompanhada por eletroforese, mostrou que a tiroglobulina
desidrogenase, a albumina e o lactato foram bem digeridos, enquanto que ferritina e
catalase apresentaram resisténcia a atividade hidroiitica, indicando a possibilidade

de algumas proteinas nao serem digeridas em larvas sem um estémago.

Alem da qualidade nutricional, a ragdo para larva deve apresentar
caracteristicas como: boa flutuabilidade, baixa velocidade de sedimentacao, baixa
taxa de dissolugao e lixiviago e apresentar menor custo em relacdo a dietas vivas
(JONES et al,, 1993).

A lixiviagdo de nutrientes das dietas artificiais pode ser controlada pela
otimizagao de tecnicas de microencapsulacdo (ME) ou “microbounds” (MD) (LOPEZ-
ALVARADO et al.,1994), através da determinacao correta de agentes encapsulantes
e suas concentracbes (PEDROZA-ISLAS, et al.,1999). Os mesmos autores
estudaram o comportamento de diferentes misturas de gomas mesquita (MG),
dextrana (MD) e arabica (GA) para microcencapsulagdo de dietas para larvas de
camardo. Consideraram, com base no comportamento alimentar das larvas, que os
meihores tratamentos seriam aqueles que possuissem uma taxa de dissoluggo de
80-90%, apods 240 minutos quando colocados em agua do mar, e um tempo de
flutuabilidade superior a 5 minutos. Na continuidade do trabalho, concluiram que as
caracteristicas de dissolugdo e tempo de flutuabilidade podem ser os critérios mais

importantes para selecdo de dietas microencapsuladas.

Em uma seqliéncia de estudos, YUFERA et al. (1996 e 1999) estudaram
dietas capazes de substituir a primeira alimentacio de larvas de Sparus aurata. As
dietas foram microencapsuladas por polimerizagao interfacial com o objetivo de obter
uma estabilidade fisico-quimica das particulas, boa qualidade da agua, e
posteriormente, a sobrevivéncia e o crescimento das larvas. A dieta deveria possuir
as mesmas caracteristicas fisiologicas e estruturais de um alimento vivo. As
microcapsulas obtidas apresentaram um tamanho médio de 120um (variacao de 50 a

300um), com boa flutuabilidade (baixa densidade aparente de 400-600 g/L) e
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conservagao de sua forma e estrutura, mesmo depois de 24 horas de hidratacao,
com pequenas detecgdes de perda da matéria solGvel representando até 5% do peso

SeCo.

Dietas microparticuladas, com tamanho e gualidade nutricional adequada tem
mostrado um grande aumento no cultivo de algumas espécies (GUTHRIE, et al.,
2000). Porém, a completa substituicao do alimento vivo tem sido limitada, devido a
baixa assimilagdo e digestdo dessas dietas (KOLKOVSK!I e TANDLER, 1995;
YUFERA et al., 1999; KOLKOVSKI, 2001).

De acordo com KUBITZA (1995), além do sabor, a textura das dietas também
e importante na aceitacao das mesmas pelos peixes. Com algumas excecdes, uma
methor transicéo alimentar de peixes carnivoros (alimento natural para artificial) &

obtida quando ra¢bes Umidas sao usadas como alimento inicial.

GUTHRIE et al. (2000) estudaram a aceitabilidade de diversas dietas
microparticuladas como primeiro alimenio de larvas de Stizostedion vifreum. Entre
essas dietas encontravam-se microcapsulas obtidas 'de alginato e carragena, que
foram comparadas ao alimento vivo constituido de nauplios de Artemia sp. Eles
observaram que nenhum dos tratamentos teve diferencas significativas (p>0,05) na
porcentagem de alimentagao da larva (decisdo da larva de ingerir o alimento em um

primeiro tempo), quando comparadas a Artemia sp .

Larvas de peixe ‘walleye” (Stizostedion vitreum) foram cultivadas com
formulagdes de racéo totalmente secas; no entanto, a sobrevivéncia e o crescimento
observados foram baixos (KRISE e MEADE, 1986; NICKUM, 1986; LOADMAN et al.,
1989, citados por GUTHRIE et al., 2000). O alimento vivo possui uma densidade de
nutrientes muito mais baixa do que as dietas microencapsuladas secas, devido a
grande diferenca de umidade. Assim, a quantidade de material de parede e a
umidade podem alterar efetivamente a entrega ou liberacdo de nutrientes no intestino
da larva. Segundo KOLKOVSKI (2001) a dificuldade da larva de digerir as dietas esta

relacionada a quantidade de matéria seca de (60 a 90%) presente na dieta, enquanto
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o zooplancton contém apenas 10%. CAHU & ZAMBONINO (1994), acreditam que as
larvas s&o incapazes de digerir as races secas desenvolvidas para alguns juvenis e

peixes adultos.

3.3.1 Digestibilidade in vitro

Nos dltimos anos, fatores como o custo e o tempo elevado para 0s ensaios de
digestibilidade /in vivo, renovaram o interesse no desenvolvimento de testes de
digestilibitidade in vifro, que possuem vantagens adicionais de eficacia, facil
desempenho e disponibilidade répida de resultados (ROZAN et al., 1997).

A digestibilidade /n vivo é mais acurada por permitir conhecer com exatidio o
sistema digestivo do animal utilizado. Apesar disso, € um processo oneroso, requer
tempo e infraestrutura adequada (LAZO et al., 1998; SHIPTON & BRITZ, 2002).
YUFERA et al. (2000), também relatam a dificuldade de extrair o pancreas e o canal

digestivo em larvas cujo tamanho é muito pequeno.

Uma grande variedade de testes de digestibilidade in vitro tém sido
desenvolvido, sendo caracterizados por diferencas nos tipos de enzimas usados,
condigdes de hidrdlise, recuperagao de produtos finais e tipo de anaiise executado
(HAARD, 1992). Estes testes in vitro foram usados extensivamente em estudos
nutritivos  com animais terrestres, mas tém sido aplicados recentemente aos
organismos aquaticos (BASSOMPIERRE et al., 1998 | ALARCON et al. 1999;
MOYANO & SAVOIE, 2001; ABDUL-HAMID et al., 2002; SRIVASTAVA et al.,2002)
Segundo LAZO et al. (1998) e BRUNSON (1997), a precisdo de testes de
digestibilidade in vitro pode ser afetada por um nimero de fatores, como
concentracées e combinagbes ndo dtimas de enzimas, podendo subestimar ou
superestimar os valores de digestibilidade. No entanto, estes métodos mostram-se
acurados para predizer qualidade e disponiblidade protéica, ou ainda por
correlacionar bem os valores de digestibilidade in vivo de diferentes espécies como
humanos, ratos, porcos e peixes (HSU et al, 1977; RICH, et al., 1980: SATTERLEE et
al., 1979; ANDERSON et, 1993; EZQUERRA et al., 1997: CARTER et al. 1999),
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Segundo ALARCON et al. (1998) as técnicas in vitro para estudar a digestibilidade de
peixes devem utilizar enzimas obtidas da espécie em estudo ou, em seu lugar,

enzimas bacterianas para uma estimativa da atividade proteolitica em peixes.

CHONG et al. (2002) estudaram a confiabilidade de diversos métodos in vitro
em comparagao ao metodo in vivo, determinando a porcentagem de matéria seca e
digestibilidade protéica de ingredientes usados na dieta de juvenis de Symphysodon
aequifasciata. Os resultaram indicaram que ambos os métodos apresentaram alta
digestibilidade da dieta tanto de matéria seca (87,52%), quanto de proteina (91,18%).
Os metodos in vitro utilizando enzimas bacterianas e mamarias ou extrato de
enzimas do trato digestivo apresentaram as melhores correlactes (r2 = 0.90 e 0.85,

respectivamente), com os resultados in vivo.

MCGOOGAN & REIGH (1996); CARTER et al. (1999); ALLAN et al. (2000) e
CHONG et al (2002) encontraram alta digestiblidade protéica e alta porcentagem de

matéria seca para caseina, nos estudos in vivo e in vitro.

GARCIA-ORTEGA et al. (1998) estudaram a digestibilidade in vitro para cistos
de Artemia sp descapsulados com o uso de um extrato multienzimatico e obtiveram
valores de 77,8% a 82,8%. Eles também n&o encontraram diferencas significativas

de digestibilidade entre os cistos e amostras de nauplios de Artemia.

Um método que vem sendo bastante utilizado para estimar a digestibilidade
proteica € o da medida da queda de pH (DIMES e HAARD, 1994; EZQUERRA et al.,
1997) e pH-stat (GRABNER & HOFER, 1985; DIMES & HAARD, 1994; EZQUERRA
et al., 1997; ALARCON et al., 1999; YUFERA et al., 2000; SHIPTON & BRITZ, 2002).
O metodo acompanha o comportamento do pH de uma suspens&o de proteinas
durante 10 minutos de incubacdo com um sistema multienzimatico. Qs valores
encontrados foram altamente correlacionados com a digestibilidade aparente in vivo
das proteinas em ratos. A principal vantagem do método & a agilidade da estimativa
da taxa de hidrélise da proteina. No entanto, a queda de pH durante o periodo de

digestdo pode interferir na atividade da enzima e n&o ser constante durante toda
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reagao (EZQUERRA et al, 1998), induzindo uma incompleta protedlise das amostras
e desta maneira, subestimando o coeficiente de digestibilidade (SHIPTON & BRITZ,
2002). A capacidade tampado de alguns peptideos, proteinas e outros substratos
existentes no alimento podem também influenciar o declinio do pH (DIMES &
HAARD, 1994).

3.4 Biopolimeros

Gomas tambem chamadas hidrocoldides ou biopolimeros s&o classificadas
como polissacarideos. Elas sao adicionadas a alimentos processados, atuando como
espessantes, agentes modificadores de textura, estabilizantes de emulsdes e
espumas, gelificantes na suspens&o de outros componentes e outros fins. Entre os
principais agentes gelificantes se encontram a gelatina, alginato, pectina, carragena,
agar, amido e metil-celulose (WHISTLER et al., 1993).

Os principais polimeros e suas fontes podem ser divididos em: goma Agar,
furcelana, carragena, e alginato obtidas de plantas aguaticas (algas marinhas); goma
arabica, goma karaya e goma tragacanto, obtidas de exudados de plantas terrestres:
goma guar, goma locusta e goma tara, obtida de sementes de plantas; a pectina
obtida de plantas terrestres; a carboximetil celulose (CMC), hidroxipropilcelulose e
celulose cristalina obtida de derivados de celulose e a goma xantana, obtida pela

fermentacac microbiana.

3.4.1 Goma gelana

Trata-se de um polissacarideo sollvel em agua, produzido por fermentacao de
uma cultura pura de Sphingomonas elodea (Pseudomonas elodea). Foi descoberto
na decada de 80, na Pensilvania, e € um hidrocoldide multi-funcional, produzindo

bons resultados em baixas concentragdes.

24



REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os acucares constituintes da goma gelana sao a glicose, o acido glucurdnico e
a raminose na proporgac molar de 2:1:1, conforme mostra a Figura 1. Uma das
principais caracteristicas da goma gelana € que ela forma gel com quase todos os
fons, incluindo ions hidrogénio. Sua massa molecular é de aproximadamente 0,5x10°
Da (SANDERSON et al., 1989).

Figura 1. Estrutura quimica de unidades de goma gelana (fonte: SANDERSON et al, 1989).

).

Sua hidratag&o em agua fria deionizada, pode ser parcialmente ou totalmente
inibida se a goma contiver ions divalentes. A completa hidratacio € alcancada com o
aquecimento da dispersao a 70°C, ou pela mistura de sal monovalente da goma em
agua deionizada (GIBSON & SANDERSON, 1997). Suas solugdes aquosas s&0

altamente viscosas, sendo provavelmente uma dispersdo de agregados, do que

solugdes verdadeiras.

O mecanismo exato de formagao de géis de gelana nao é bem conhecido.
Desta maneira, o estado sdlido (gel) € pressuposto ser de moléculas extendidas com
formagdo de trés enrolamentos de duplas hélices, entrelagadas com giro para a
esquerda (CHANDRASEKARAN et al., 1992). Acredita-se que a formacéo do gel
ocorra através de associacbes de ions indutores com estas duplas hélices. Este
mecanismo de gelificagio sugere uma forte similaridade entre a goma gelana e a
carragena, embora para a Ultima existam evidéncias mais conclusivas
(GRANSDALEN & SMIDSROD, 1987; SANDERSON et al., 1989).

A gelificag@o da goma depende da forga idnica e da identidade do cation, para

fons monovalentes a forca do gel aumenta, na seguinte ordem:
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TMA™<Li"<Na"<Cs"<H". Para cations divalentes a ordem, segue: Mg?*< Ca?< S'<
Ba®'<Zn®"<Cu**<Pb?". A falta de especificidade entre os cations alcalinos terrosos
diferencia significativamente a goma gelana de outros polissacarideos contendo
acidos urbnicos como alginato e a pectina, onde se observa afinidade idnica
especifica (GRASDALEN & SMIDSROD, 1987).

Medidas de rotacéo otica e espectroscopia de ressonancia magnetica nuclear
(NMR), indicaram que a gelificagdo ocorre em duas etapas simultaneas, a ordenacgéo
e associagao de cadeias. Esta transicdo ordenada-desordenada temorreversivel,
durante o aquecimento e resfriamento ¢ interpretada, em termos, de uma fransicao
helice-coil reversivel, associada simultaneamente a ocorréncia de agregados
(GRASDALEN & SMIDSROD, 1987).

Embora, somente a forma desacetilada seja comercial, ambas as gelanas
(acetilada e desacetilada), formam géis termorreversiveis, variando em propriedades
mecanicas de um gel macio e elastico para a forma acetilada, e para um gel duro e
quebradico para a froma desacetilada (KANG & VEEDER, 1982). O gel formado é
forte, transparente, apresenta alto ponto de fuséo, e pode ser adicionado em grande
quantidade. Pode ser utilizado sozinho ou em combinagéo com outros produtos para

produzir uma ampla variedade de texturas.

A adicao de calcio na porcentagem de 0,024 e 0,060 a goma gelana, produziu
géis com forgas de 5,12 e 4,94 (N/cm?), respectivamente. Com adicdo de 0,016 -
0,05% de calcio, a firmeza e a dureza nio foram sensiveis as mudancas idnicas,
produzindo forga e elasticidade do gel relativamente constantes. Para essas
concentragbes a fraturabilidade e a e elasticidade permaneceram constantes
(SANDERSON et al., 1989).

A mistura de mais de um hidrocoldide para formacgéo de géis compostos €
uma pratica comum. A goma gelana é semelhante ao Agar e k-carragena, formando

géis instaveis e frageis, porém pode ser usada em combinagbes com esses agentes
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gelificantes para melhorar as propriedades, como estabilidade ao calor para o caso
do Agar, ou estabilidade acida, no caso da carragena (SANDERSON et al., 1989).

3.4.2 Pectina

E um polimero natural encontrado na maioria das plantas. Este
heteropolissacaridec € obtido comerciaimente por extracdo aquosa de material
péctico de algumas frutas, sendo encontrada em maiores quantidades nas frutas
citricas e em macas. Ela consiste, principalmente, de acido galacturénico contendo
unidades carboxilicas esterifcadas do 4acido que formam cadeias lineares
interrompidas pela presenca do aclcar ramnose a intervalos periodicos, sendo
normalmente classificada, de acordo com seu grau de esterificacdo, conforme
apresentado na Figura 2, usualmente em pectinas de baixo e alto teor de
esterificacdo (MAY, 1897).

A pectina € um poliacido apresentando carga negativa em pH baixo, e positiva
em pHs elevados. A associagdo da pectina (polianion) com um polication forma
produtos insoluveis (NUSSINOVITCH, 1997). Possui boa solubilidade, no entanto
necessita ser dispersa em agua aquecida, com temperatura acima de 60°C (MAY,
1997).

A gelificagdo da pectina ocorre através da formacéo de ligagdes entre ions
carboxilicos da pectina e ions bivalentes (geralmente célcio) ou tetravalentes, que
atuam como ligantes entre as cadeias de pectina. Elas envolvem ligacdes quelantes
intermoleculares do cation, induzindo a formagcao de macromoléculas agregadas
(KOHN, 1975). Um modelo de “caixa de ovos” tem sido sugerido para a formacao da
rede de gel (REES, 1982), com ions célcio, sendo induzida da mesma forma que os
géis de alginato . Os géis sao geralmente formados a concentragtes maiores do que
1%, sendo provavel que no estado sol anterior a gelificacdo a pectina esteja em um

estado de rede interpenetrante.
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A propor¢ao de calcio mais usada de acordo com diversos autores (MAY,
NUSSINOVITCH, 1997) e de 0,1 a 0,5% do peso do gel, sendo a formacéao do gel

prejudicada na presenca de pH muito acido.
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Figura 2. Conformagao quimica da pectina ( fonte: MAY, 1997).

Alguns aspectos funcionais ligados a salde t&m sido estudados por muitos
pesquisadores. Como exemplos citados por NUSSINOVITCH (1997), a pectina
passa inalterada (ndo sofre degradacdo enzimatica) no intestino grosso, onde
bactérias usam o polimero como uma fonte de carbono. Qutros, citam que ela é
hidrolizada no trato intestinal, produzindo em seguida substancias nido caléricas,
promovendo interagbes com o colesterol na regulacio da homeostase do colesterol
hepatico e metabolismo de lipoproteinas no porco (FERNADEZ et al.. 1994), entre

outros.
3.4.3 Carragena

E um polissacarideo linear, anibnico, de alto peso molecular, obtido por
extragdo com agua ou agua alcalina de certas espécies da classe Rhodophyceae
(algas vermelhas). E um hidrocoldide formado por unidades aiternadas de D-
galactose e 3,6-anidrogalactose unidas por ligacées $-1,3 e o-1,4 glicosidicas,
contendo potassio, sodio e ésteres sulfito (polimero aniénico). A posicao e o numero
de grupos de éster sulfato, bem como o contelldo de 3,6-anidrogalactose,
determinam as diferengas primarias entre os tipos de carragena, gue podem ser:
kappa, iota e lambda, conforme mostra a Figura 3. (THOMAS, 1997).
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Figura 3. Estruturas quimicas da carragena (Fonte: THOMAS, 1997).

Geralmente s&o polidispersas, isto &, nao possuem massa molecular bem
definida, variando de 100.000 a 1.000.000 Daltons (GLICKSMAN, 1979; EXTROM et
al., 1963 apud MORRIS, 1998).

A temperatura de dissolug&o ndo € constante e depende da concentracéo da
goma e dos cations conduzidos por ela, ocorrendo a temperatura média de 49°C
(GLICKSMAN, 1979). Sua viscosidade € profundamente afetada pelo pH e
temperatura, aumentando exponencialmente com a concentracdo. Este
comportamento € tipico da carragena e oufros polimeros de carga linear,
(NUSSINOVITCH, 1997).

Embora, estudos (ROCHAS & RINAUDO, 1984) tenham indicado
especificidade de ligagcdo a forma “coil” da molécula de polissacarideo, a grande
maioria dos estudos usando atividade ib6nica, condutividade e RMN, nao
conseguiram evidenciar especificidade ibnica de ligagao para iota e kappa-carragena
(PICULELL et al., 1989).

O mecanismo de gelificac&o proposto por REES (1982), sugere a necessidade
de carga positiva para formar gel, e que a formagao de hélices ¢ requerida para que
a gelificagdo das carragenas ocorra. A estrutura helicoidal formada constitui-se em
dupla hélice (PLASHCHINA et al., 1986 apud MORRIS, 1998). Ambas, kappa e iota
carragena, determinam a variacdo da textura do gel, formado a 40-70°C,
dependendo do conteldo de cation. A k-carragena produz geéis rigidos e fortes
exibindo algumas vezes sinerese. Ela contém 25% de ester sulfato e 34% 3,6-

anidrogalactose. A iota carragena produz géis elasticos, formando associacdo das
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hélices com ions calcio sendo esta associagdo limitada que contribui para
elasticidade, ndo se observando sinerése. O gel é claro e estavel guanto ao
congelamento e descongelamento. Estes géis também podem ser refundidos pelo
aquecimento a uma temperatura de 5 a 10°C acima do seu ponto de gelificagdo
(STANLEY et al., 1992). A uma dada concentracio, a rigidez, a turbidez. a histerese
térmica e a tendéncia a sinerese, seguem a seguinte ordem: K-carragena=y-
carragena, implicando que estas caracteristicas s&o favorecidas por um baixo nivel
de sulfitacao (REES, 1972 apud MORRIS, 1998). A gelificacdo pode ser induzida por
cations divalentes ou monovalentes (WATES| & NISHINARI, 1981 apud MORRIS,
1998).

BAYLEY (1955), baseado no estudo de difracdo de raio-X, propds outro
modelo que seria uma estrutura “caixa de ovovs”, em que cations de tamanhos
favoraveis encaixam nas cadeias, formando uma associacdo. MORRIS et al. (1980)
e YUGUCHI et al. (2002), sugerem gue ocorra um modelo modificado de gelificacao,

quando uma quantidade de jons ¢ incluida entre as duplas hélices.

A carragena possui capacidade de se combinar com algumas proteinas,
especialmente as do leite, como a caseina, produzindo géis fortes, mesmo a baixas
concentragoes, entre 0,1% - 0,2% (GLICKSMAN, 1982; BOBBIO & BOBBIO, 1992).
Misturas com outros hidrocoldides permitem obter uma grande variedade de texturas,
produzindo geis estaveis & temperatura ambiente, adequados a formulacdo de
produtos que nado requerem refrigeracdo ou necessitem de maior retencdo de
umidade (THOMAS, 1997).

Coberturas contendo carragena como componente principal, tém sido
aplicadas em uma grande variedade de alimentos para transportar agentes
antimicrobianos e reduzir a umidade, oxidagdo ou desintegracdo de produtos
alimenticios (KROCHTA e MULDER-JOHNSTON, 1997).
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3.4.4 Alginatos

Séo polimeros lineares de alta massa molar com seccdes rigidas e regides
flexiveis, formados por monbémeros de acido B-D-Manurédmico (M) e acido o-L-
Gulurénico (G), unidos linearmente através de ligacdes glicosidicas «-1,4, onde
existem trés tipos de estruturas de blocos: blocos de acido B-D-Manurénico (M),
blocos de acido a-L-Gulurdnico (G) e uma mistura desses blocos (COTTRELL &
KOVACS, 1880). Conforme apresentado na Figura 4, a composicdo molecular
especifica de uma amostra de alginato depende da alga e do local de extracéo,
podendo ocorrer variagbes nas porcentagens de acido manurémico (M) e gulurénico
(GYTHIES, 1895.). A composica@o e a extensdo das sequéncias, bem como o peso
molecular, determinam suas propriedades fisicas (GOMBOTZ & WEE, 1998).

U {1 &Y o - L~ gulirooate

Figura 4. Conformagao dos acidos b-D-manurdnico e a-L-gulurdnico (Fonte: THIES, 1995},

A gelificagcdo depende do tipo de cation, onde o alginatos ricos em blocos G
tem seu moédulc de elasticidade aumentadoc na seguinte ordem:
Ba**>Sr*">Ca’">>Mg?*, com grande seletividade ao calcio, atribuidos a sitios de
ligacao especificos de calcio com grupos carboxilicos do acido poligalacturdnico,
implicado em ligacGes interblocos G pelos ions calcio. Essa gelificacéo e reticulacao
do polimero alcangadas principalmente pelas mudancas dos ions sédio dos acidos
guluronicos por cation divalentes, formam a agregacdo destes grupos dando a
caracteristica de uma estrutura “caixa de ovos” (GOMBOTZ & WEE, 1998). Esse

mecanismo de formacao do gel do alginato no modelo “caixa de ovos” proposto por
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GRANT (1973), pode ser explicado pelas interagbes de segmentos G com ions
calcio. As regides de blocos G sao alinhadas lado a lado, resultando na formacao de
cavidades. Os ions calcio fazem uma juncéo entre as cadeias, semelhante ao ovo
numa caixa de ovos, formando uma rede tridimensional. A forca do gel esta
diretamente relacionada com a quantidade de zonas de juncdo e a natureza das

associagoes envolvidas nestas zonas.

Estudos viscosimétricos e de light scattering (SMIDSROD e HAUG, 1968 apud
MORRIS, 1998), de solugbes de alginato de sédio mostram um comportamento
polieletrolitico, apresentando um alto grau de extensibilidade em solucao a baixa
forga idnica, sugerindo uma macromolécula mecanicamente infiexivel. (SMIDSROD,
1970).

Na formacé@o de uma matriz de gel na presenga de fons calcio, cations
divalentes de calcio sao unidos a moléculas polianidnicas de alginato, formando uma
zona de jungao, possibilitando a formacéo da rede do gel a temperatura ambiente. A
principal vantagem do gel de alginato & sua habilidade de ser termoestavel, podendo
ser armazenado a temperatura ambiente (ONSOYEN, 1897). Segundo THIES
(1995), quando uma solu¢do aquosa de alginato de s6dio é adicionada por
gotejamento a uma solugao aquosa de cloreto de calcio, um gel esférico, com forma
e tamanho regular, pode ser formado. Essas capsulas sdo atdxicas. A matriz
formada pode determinar a difusdo do recheio ao exterior e de solvente ao interior
das capsulas de gel formadas. Entretanto, a erosdo dos géis de alginato é um
problema importante, uma vez que pode ocorrer a aceleragdo na liberagdo do
material de recheio (SEZER e AKBUGA, 1999).

Algumas propriedades relevantes em géis de alginato de calcio que incluem
rigidez mecéanica, aumento de volume, colapso da matriz e resisténcia a
interferentes, como cation monovalentes, sao altamente dependentes da massa
molecular desse polimero, bem como da proporgaoc acido manurémico e gulurénico e
no contelido de blocos GG. Alto contelido de blocos G e blocos G longos produz géis

de aiginato, com maior reatividade ao calcio e mais forte potencial formador do gel,
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rigidos, transparentes e mais quebradigos (SMIDSROD, 1874 apud MORRIS 1998,
MARTINSEN et al, 1989; ONSOYEN, 1997). Esses géis também apresentam uma
maior abertura dos poros e exibem alta taxa de liberacao para proteinas, gue podem
estar relacionadas a baixa retrac&o deste tipo de ge!l ou a diferenca na barreira de
difusdo na superficie das esferas (MARTISEN et al, 1992). Em oposicao,
observagao experimental por OSTBERG & GRAFFNER (1994) apontaram para uma

reducao na taxa de liberacao, através da matriz.
3.4.5 Misturas de polissacarideos
3.4.5.1 Misturas binarias

Estudos de misturas de polissacarideos tem se tornado uma darea de
importancia crescente nos Ultimos anos, com grande nimero de combinagdes de
polissacarideos. Quando dois polissacarideos s&o misturados, e entio gelificados, é
possivel definir um certo numero de estruturas resultantes da mistura. Quatro tipos
de estrutura podem ser descritas: redes provenientes de entumecimento, redes
provenientes de separacéo, redes interpenetrantes e redes pareadas. As redes
provenientes do entumecimento, consistem de duas redes independentes no mesmo
volume, apresentando alguma interpenetracdo; as redes de separagio de fase
resultam da incompatibilidade ou mistura de polissacarideos e as redes pareadas
apresentam dois diferentes polissacarideos, que podem se ligar através de novas
zonas de juncao heterotipicas (CAIRNS et al., 1987). Essas estruturas representadas

por modelos, podem ser observadas na Figura 5.

Nao deve ser assumido que a mistura A-B dos polimeros, sempre forme um
tipo particular de mistura, o que pode ser determinado pela relacdo entre os
componentes. Diversas tecnicas tém sido utilizadas para o acompanhamento de
concentragdo da mistura resultante incluindo a utilizagdo de corantes especificos
para 0 amido, o exemplo mais comum de separagao de fases (HERMANSSON,

1995). Pela variagao das condicbes, onde esta ocorrendo a gelificacao, ¢ possivel
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variar a estrutura e textura dos géis misturados. Varias revisées importantes sobre os
sistemas binarios s&o disponiveis (WILLIANS & PHILLIPS, 1995; MORRIS, 1995).

Figura 5. Modeios estruturais da rede de gel para misturas binarias. a} rede de
entumecimento; b) rede interpenetrante; ) rede de fase separada e d) rede pareada.

Varias misturas binarias foram estudadas incluindo geis de xantana-
galactomanana (NAKAMURA, 1986), xantana-glucomanana (DEA et al., 1986). Em
misturas de pectina-alginato, a textura depende da relacao de blocos M/G do alginato

e do grau de esterificacdo (DE) da pectina, da relacdo pectina-alginato, pH e
contetdo de acucares da mistura (THOM et al., 1982).

3.4.6 Misturas ternarias e quaternarias

A abordagem utilizada para o sistema binario pode ser extendida aos sistemas
ternarios e quaternarios com alguma dificuldade adicional na interpretacdo dos
resultados, segundo MORRIS (1998).
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3.4.7 Diagrama de fases

MESTDAGH e AXELOS (1998) construiram um diagrama de fase
(concentragao molar de ions divalentes X concentracao polimérica) utilizando pectina
de baixo teor de esterificacéo e alginato, obtendo duas principais regides separadas
por uma curva. Abaixo desta linha somente uma fase homogénea e transparente fo
observada, que podia ser uma solucdo ou um gel. Acima da linha, os autores
observaram duas fases: uma fase escassa em polimero, transparente, em equilibrio
com uma fase rica polimérica que podia ser um precipitado, grandes agregados de

microgels ou um gel denso e uniforme.

A construcdo dos diagramas de fase permitem identificar as regides
formadoras de gel em func¢ao das concentragdes do polissacarideo e ion utilizado, e
também as regides de concentracdo onde a formacdo do gel & instantanea,
desejavel para a formacéo das microcapsulas nesse trabalho. Relacbes mais
especificas podem ser utilizadas para melhorar o grau de informacao do diagrama,
substituindo a concentracdo do polissacarideo, pela concentracio efetiva de grupos

carboxilicos disponiveis a associagdo idnica.

35



MATERIAIS E METODOS

4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Material
Para a formagéo das capsulas e microcapsulas foram utilizados:

= alginato de sddio tipo Manugel DMB (alta massa molar, alto contetdo
de grupos guluronato), iote 500771, ref. 669990, cedido pela

Companhia Nutrasweet Kelco/Monsanto:

= goma gelana purificada, alto peso molecular. lote 9LO020A, marca
Monsanto;

= pectina citrica, baixo teor de metoxilagdo (BTM) amidada tipo 8002/R;
teor de metoxilacdo 26-30%, grau de amidacao 15-21%, lote 11655,
ref.11.9900, marca Citrus Colloids S/A, cedida pela Ind. Braspectina
S.A. Este material foi fornecido sem padronizacao, ou seja, sem adigéo

de acucar;
* carragena, lote 48470, cedida pela Ind. Agar Brasileiro;
= cloreto de calcio dihidratado (CaCl22H20), lote 64271, marca Merck:
= cloreto de potéassio (KCI), lote 80023, marca Merck.

Como material de recheio foram utilizados: 6leo resina de paprica Citromax,
anelina em po comercial, caseina comercial, marca Mcassab e gordura vegetal

hidrogenada, marca Prime.

4.2 Meétodos

O Fluxograma (Fig. 6) apresentado abaixo resume os itens e as

caracteriza¢es efetuadas no presente trabalho:
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Figura 6 Fluxograma do desenvolvimento do trabatho.
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4,21 Diagrama de fases

A identificacdo da regido onde ocorre a formacéo de gel foi ivestigada para
sistemas contendo os polissacarideos individuais, em misturas binarias, ternarias,
quaternaria, conforme descrito na Tabela 3 {planejamento de misturas em rede
simplex - NETO et al,,2001). Os materiais foram dispersos em agua destilada nas
seguintes concentragées de solucao: 0,25, 0,50, 0,75, 1,0 e 1,2%, e combinados com
uma solucao de cloreto de calcio com concentracdes de 0,125, 0,25, 0,50, 0,75, 1 e
1,5%.

Os tratamentos foram conduzidos em triplicata, de acordo com o planejamento

definido na tabela 3.

Tabela 3. Planejamento experimental para uso das misturas dos biopolimeros como material

de parede (cobertura), expressos em porcentagem.

Biopolimeros

Tratamentos Pectina  Carragena Gelana Alginato
PE 100 0 0

CA 0 100 0

GE 0 0 100

AL 0 0 0 100
PE33-CA33-GE33 33 33 33 0
PE33-CA33-AL33 33 33 0 33
PE33-GE33-AL33 33 ] 33 33
CA33-GE33-AL33 0 33 33 33
PE25-CA-25-GE25-AL25 25 25 25 25
PESO-CAS0 50 50 0 ¢
GES0-AL50 0 0 50 50
PES0-GESC 50 0 50

CAS50-GES0 0 50 50

CAB0-ALSO 0 50 0 50
PES50-ALS0 50 0 a 50
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As solugles poliméricas e de cloreto de calcio foram aquecidas a temperatura
de 70°C, com agitacdo lenta no aguecedor com agitador. Apds o aquecimento,
pipetou-se 2,5 mL da solucéo polimérica e 0,5 mL da solucéo de cloreto de calcio
dentro de um tubo de ensaio e agitou-se no agitador de tubos por 10 segundos,
sendo depois colocada em repouso a temperatura ambiente. Logo apos 0 preparo,
foram feitas observacgbes visuais para verificar se houve a ocorréncia de gelificagao
instantdnea, e apds 24 horas, para a ocorréncia de transigéo sol-gel e gel-sinerese. A
observag@o imediata e a realizada depois de um periodo de 24 horas foram

utilizadas para construgdo do diagrama de fase.

Para o tratamento com carragena, onde nao se observou nenhum ponto de
gelificagao instantanea preliminarmente, utilizou-se o mesmo procedimento para
formar os geis, porém substituiu-se a solugéo de ions calcio por ions potassio. Outro
procedimento para esse biopolimero, também adotado foi introduzir as solucdes ja

misturadas em banho refrigerado na temperatura de ~4 °C por 1 minuto.

4.2,2 Caracterizagao dos Biopolimeros

4.2.2.1 Viscosidade intrinseca

Previamente foram preparadas solugdes com concentracdo igual a 0,5 % de
alginato, goma gelana e pectina. As solugdes foram deixadas em repouso por 24
horas para uma boa hidratagéo, e depois homogeinizadas e aquecidas a temperatura
de 50° C, com agitagdo magnética por 30 minutos, para solubilizacdo desses
materiais. Solugbes aquosas desses biopolimeros com diferentes concentragdes

foram preparadas com a dilui¢do da solucao inicial de 0,5%.

As solugdes de alginato e pectina foram preparadas em solugdes de cloreto de
sodio 0,1M (SMIDSROD, 1870) e as solugdes de goma gelana foram preparadas em
solugao de hidréxido de tetrametilamonio 0,025M (DREVETON et al., 1996). Todas

as solucdes foram preparadas em duplicata.
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A densidade destas solugbes diluidas foi determinada com o uso de um

picnométro de 25 mL.

A viscosidade intrinseca foi determinada utilizando-se um viscosimetro capilar
tipo Ostwald-Cannon-Fensk (n® 100). O volume de soiugdo condicionado foi mantido
constante (10,0mi). Foram feitas para cada ponto um minimo de cinco medidas do
tempo de escoamento entre os dois meniscos caracteristicos do viscosimetro em
uso. A viscosidade intrinseca foi determinada a 22,5 = 0,3 °C, estando o viscosimetro
imerso em banho termostastico com circulacdo. A viscosidade intrinseca foi

determinada pelas equacdes abaixo (HARDING, 1998);

_ 77 sol
ﬁrei - 7
H0 Equagio 1
Wsp = et -1
Eguacao 2
7,
T]red _Wchi
Equacac 3
_ 1n Wf‘ef
iner "7 C
Equacéo 4
onde:

Nee = Viscosidade especifica (mL/g)
Nsai = Viscosidade da solugio (mL/g)
Nrzo = viscosidade da agua (mL/g)
Niner = Viscosidade inerente {mL/g)
Nes = Viscosidade reduzida (mL/g)
Nrea = Viscosidade relativa (mL/g)

C = concentracéo da solucao (g/mL)
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As viscosidades da solucdo e da agua (solvente) foram determinadas de
acordo com a equacao 6.

T - ki
£
Equagéo 5

onde:
K = fator de conversdo para o Cannon-Fenske (n°100) = 0,015

t =tempo de escoamento (s)
p = densidade relativa da agua

A viscosidade intrinseca para os polimeros foi determinada como sendo o

ponto de intersec¢cao comum das retas nNeq X C e Niner X C.

4.2.2.2 Determinacgao do pH

Os valores de pH das solugbes de polissacarideos (alginato, carragena,
pectina € goma gelana), contendo juntamente o material a ser encapsulado foram

determinados em potenciémetro digital (Digimed, DM 20) a 25°C.

4.2.3 Formagao das macrocapsulas

As capsulas foram produzidas considerando os polissacarideos usados
individualmente, com misturas binarias, ternarias e quaternaria, de acordo com o
planejamento descrito na Tabela 3, sendo que apenas as concentragdes de solucéo
polimérica e cloreto de calcio que apresentaram gelificacdo instantdnea (diagramas

de fase) foram utilizadas.

As solugbes foram aquecidas a 70°C com agitacdo lenta, adicionando-se

anelina em p6 a solugao polimérica para que a matriz adquirisse cor. Esta solugao fo
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gotejada com auxilio de uma agulha hipodérmica n°15-5 (canola 4mm) e através de
bomba peristaltica (Cole-Parmer Materflex 7553.20), na solu¢ao de cloreto de calcio,
com velocidade média de 1ml/minuto. As capsulas gelificadas foram mantidas nesta
solugdo por 30 minutos para permitir sua maturagdo e cura, sendo depois coletadas
com peneira, lavadas com agua destilada e destinadas a medidas de tamanho e
flutuabilidade.

4.2.4 Caracterizacido das capsulas

4.2.4.1 Solubilidade

Foram pesadas 3 g de capsulas curadas e lavadas, obtidas em cada
tratamento, transferindo-as para tubos de ensaio, contendo agua a temperatura de
25°C. Os tubos foram colocados em agitador de tubos rotativo (Phoenix AP 22) e um
tubo de cada tratamento foi retirado aos 60, 120, 180 e 240 minutos, sendo o
material filtrado a vacuo em papel Whatman n°40 (tarado). O papel entdo foi seco em
estufa com circulaclo de ar a 60°C, até peso constante (PEDRQOZA-ISLAS et al,
2000). O procedimento foi feito em triplicata. A porcentagem de solubilizacao foi

obtida por diferenca de peso, de acordo com a seguinte equacéo:

% Solubilidade cseuss = Peso inicial (céapsula) — Peso final (capsuia ndo solubilizada)

4.2.4.2 Flutuabilidade

A flutuabllidade ou capacidade de flutuacdo (CF) foi medida com base no

método usado por PEZZATO et al.(1997), sofrendo pequenas adaptacdes.

Em um aquario de 30x14x25cm, com agua doce estatica (24°C), capsulas
foram colocadas na superficie de uma coluna de agua de 12 cm, medindo-se o

tempo requerido (segundos) para que as mesmas chegassem ao fundo da coluna.
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Essa pratica foi repetida dez vezes para cada tratamento. Este método foi utilizado

para capsulas curadas umidas.

4.2.4.3 Microscopia ética

A morfologia das capsulas foi observada em microscépio otico NIKON (Eclipse
E800 — Japan), utilizando-se objetivas de 10X e 20X . A captacido de imagens foi

realizada através do software Image Pro Plus 4.0.

4.2.5 Producdo inicial das microcapsulas

Para a formac&o das microcapsulas, todos os tratamentos foram padronizados

com a concentragdo de solugdo polimérica e de cloreto de calcio iguais a 1%.

A solugdo polimeérica foi aquecida a 70°C com agitacéo lenta adicionando-se
diferentes quantidades de 6leo resina de pdprica, onde a relacido de matriz/recheio
estudada foi de 3:1, 1,5:1, 1:1 e 0,75:1. A adi¢ao de dleoresina permitiu uma melthor
visualizagdo da formag&o das microcapsulas, devido a intensa cor laranja
apresentada. Em seguida, estas solucdes foram passadas por homogeinizador

(Armfield FT9) de alta pressao (70 kg/cm2) com 5 ciclos de passagem.

A solugao polimérica foi entdo aspergida sobre uma solugdo de cloreto de
calcio com agitacao lenta, através de um aspersor capilar de vidro, para formacao
das microcapsulas. O aspersor estava conectado a um erlenmeyer e a producéo das
gotas foi feita por um fluxo de ar comprimido. Entre o bico aspersor e a superficie da
solugao ibnica, foram testadas trés pressdes de trabalho: 0,60, 0,75 e 0,90kgflcm2 |
em trés diferentes alturas de 18, 28 e 38 cm.

O aspersor foi construido de forma a possibilitar a formacao de microcapsulas,

na faixa de tamanho (150u) adequado a alimentacao futura das larvas dos peixes.
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Apds a definicao da melhor quantidade de recheio, pressdo de trabalho e
altura de pulverizagao, todas as combinacgdes dos biopolimeros, encontrados na
tabela 3, foram utilizados para obtencdo das microcapsulas com recheio de
dleoresina de paprica. Apds a formacao as microcapsulas gelificadas foram mantidas
na solugao de fons por 30 minutos para cura, e a seguir, transferidas para solucao

aquosa e armazenadas em geladeira.

4.2.5.1 Morfologia e distribui¢cdo do tamanho

A morfologia e o tamanho das microcapsulas foram observados em
microscopio otico NIKON (Eclipse E800 — Japan), utilizando-se objetivas de 10x e
20x . A captacao de imagens foi realizada pelo software Image Pro Plus 4.0. O
tamanho foi avaliado em amostras contando 100 unidades de microcapsulas, para

cada tratamento.

4.2.6 Produc¢ao de microcapsulas contendo proteina

Com base nos resultados obtidos nos ensaios de flututabilidade, estrutura e
morfologia das capsulas, foram selecionados os materiais de parede descritos na
tabela 4, para producao das microcapsulas com recheio de proteina e posteriormente

com recheio de proteina e gordura vegetal hidrogenada.

As solucbes poliméricas foram preparadas na concentracdo de 1% (p/p). O
recheio constituiu-se de uma solugéo de caseina (CAS), com concentracao de 11,5%
(p/p) solubilizada em pH 9.0. A mistura das duas solugdes na proporcao de 9:1
(solugao polimeérica:solugao protéica) foram mantidas a 65° C e homogeneizadas em
homogeneizador Ultra-Turrax T50 (IKA, Works do Brasil) a 10.000 rpm/1 min
produzindo uma solugado contendo 11,5mg de proteina/g de solucdo e 9mg de

polissacaridec/g de solucéo. Esta solugdo foi pulverizada através de um aspersor
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capilar de vidro sobre pressac de ar de 0.90 Kgf/cm2 e altura constante de 18 cm
entre o pulverizador e a solugo idnica, 1% em CaCly.(p/p), mantida sob agitacao
lenta e a temperatura ambiente (23 °C). As capsulas foram mantidas na solucdo
idbnica para cura por 30 min, e em seguida separadas por peneira (0.125mm),
jlavadas com 700ml de agua bidestilada e transferidas imediatamente para o ensaio

de liberacéo. Todas as preparagdes foram feitas em triplicata.

Tabela 4. Tratamentos selecionados,

Materiai de parede {matriz) Recheio
AL CAS
GE CAS
PE CAS
CA CAS
GE-AL CAS
PE-GE-AL CAS
AL CAS + GVH
GE CAS + GVH
PE CAS + GVH
CA CAS + GVH
GE-AL CAS + GVH
PE-GE-AL CAS + GVH

4.2.7 Producgdo de microcapsulas contendo proteina e gordura

As solucbes poliméricas foram preparadas como anteriormente utilizadas. O
recheio constitui-se de uma mistura contendo 60% de gordura vegetal hidrogenada
(GVH), fundida a 70° C e misturada a 40% de uma solugéo de caseina (11,5% p/p).
A homogeneizagao da solugdo polimerica com o recheio contendo gordura foi feita
nas mesmas condicdes ja descritas produzindo uma solugdo com relagdo massica
final de 9 mg de polissacarideo/g de solucéo, 4,6 mg de caseinalg de solucéo e
60mg de gordura/g de solugdo. A producdo, cura, separacdo e lavagem das
microcapsulas foi igual aos procedimentos adotados para as microcéapsulas sem
gordura diferindo apenas na temperatura da solucao de calcio (1% p/p), que fo__E de
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aproximadamente 5° C para o enrijecimento da gordura vegetal. Todas as
preparacdes foram feitas em triplicata.

4.2.8 Secagem das microcapsulas

As microcapsulas foram congeladas (-18° C) e em seguida transferidas para a
camara de congelamento do liofilizador, onde atingiram a temperatura -40°C e
submetidas a uma pressdo de 0,Ymm de Hg. O ponto final de secagem foi
estabelecido para a temperatura final de 25°C por 2 horas (48 horas para o ciclo
completo). O material seco foi peneirado, e as fragbes entre 0.6 e 0.125 mm foram
reunidas € a amostra armazenada em dessecador/silica gel, a temperatura ambiente.

Posteriormente esse material foi avaliado quanto a liberagao do recheio protéico.

4.2.9 Caracterizacido fisico-quimica das microcapsulas

As microcapsulas foram caracterizadas em relagdo a quantidade de proteina
total na capsula (Kjeldah! — A.O.A.C., 1998), umidade (A.0O.A.C.,1998), e eficiéncia
de encapsulagéo (E.E.%) do material de recheio que foi calculada através da
determinag@o da proteina remanescente nas capsulas apés o processo de cura, em
relagdo a quantidade de proteina presente na solugdo antes da formacéo das

capsulas, expressa em porcentagem.

.100)

% EE =100~ T — :
proteina inicial (g} }

|

( proteina encapsulada (g)

Equacdo B
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4.2.10 Eletroforese

Amostras de 0,05 g de caseinato de sodio purificado em 5mL de tampao foram
preparadas de acordo com SHALABI e FOX (1987), sendo aplicadas 5ul nos géis de

corrida.

A eletroforese em gel de ureia foi realizada utilizando-se uma unidade Mini-
Protean Biorad, de acordo com método modificado por FARKYE et al. (1991) a partir
do método de ANDREWS (1983) em concentracdo de 12,5 % em acrilamida. e 49%
de uréia. A corrida foi efetuada a 120 V com 2 horas de duracdo. Os géis foram
corados com Coomassie Brilliant Blue G250, de acordo com o método de
BLAKESELY e BOEZ| (1977).

4.2.11 Avaliagcdoes dos microencapsulados

42111 Flutuabilidade

A flutuabilidade ou capacidade de flutuagao (C.F.) foi medida em uma cubeta
de quartzo 4,0x2,0x23,0cm, contendo agua destilada (24°C). Foram pesadas
aproximadamente 2g de microcapsulas umidas com recheio de proteina e gordura
que foram introduzidas na superficie da coluna de agua, registrando-se imagens
através da cadmera Pentax K-100 (lente macro 100 mm)} ao longo do tempo, nos
intervalos pré-determinados: t=0 (imediatamente apds as capsulas serem colocadas
na superficie da coluna de agua), 0,75, 1, 5, 10, 30 e 60 minutos. O experimento foi

conduzido em triplicata.

4.2.11.2 Curvas de liberagao do recheio protéico

4.211.21 Determinagio de proteinas

Anteriormente a construcdo das curvas de liberagdo proteica das

microcapsulas foi necessario avaliar e definir um método adequado de medida de
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proteina em solugdo. Uma curva padrao de caseina (comercial, Mcassab — 82,44%)
e BSA (recristalizada 2x Sigma — 99%) foi construida pelo método modificado de
Bradford (SEDMAK & GROSSBERG, 1977) e absorbancia direta em ultravioieta - UV

(280nm), onde alguns pontos foram também medidos por Kjeldahl.

Os valores obtidos em UV foram ainda corridos pelo coeficiente de extincdo
molar da caseina e da BSA Para determinacdo do coeficiente utilizou-se as

seguintes formulas:

1) coeficiente de extingdo a 205 nm:

E(205)=27+120 ;( Ao J
.
W RS Eguacao 7

A concentragao da proteina, a 205nm, pdde ser determinada pela relagéo:

{proz‘eina] = Aaos
203

Equacéc 8
2) coeficiente de extincado a 280 nm:
E — A280
280 ’
ote
[pr ma] Equacdo 9

Para a construgéo das curvas de liberacdo o teor de proteina foi entao,
determinado pelo método modificado de Bradford (SEDMAK & GROSSBERG, 1977),
corrigido para valores de Kjeldahl e comparados ao conteldo inicial de proteina nas

microcapsulas, sendo a liberagcdo expressa em porcentagem.

4.211.2.2 Desenvolvimento do aparato de “difusio”

Baseado em dois experimentos, cujo objetivo era medir a liberacéo do recheio
de microparticulas (TANAKA et al., 1984; FAISANT et al.,, 2002), foi desenvolvido um

aparato para medir a liberacéo do recheio protéico. Este aparato de difusao permitiu
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que as microcapsulas fossem mantidas suspensas em solugao, porém com protecéo
de uma tela, permitindo a circulacdo de agua sem gue ocorressem danos na sua

estrutura.

4.2141.2.3 Protocolo experimental

As curvas de liberacdo foi acompanhada pela determinacdo do teor de
proteina presente no sistema aquoso durante o periodo de 4 horas, com coletas de
10ml., aos 5, 10, 20, 30, 60, 120, 180 e 240 minutos, com a imediata reposicao do
solvente e a determinagdo de proteina nas amostras efetuadas pelo método
modificado de Bradford.

Para os experimentos com as microcapsulas Umidas contendo proteina ou
proteina e gordura, foram utilizados 4.00 g de microcapsulas em 200 mL de agua
bidestilada. Para os experimentos com as capsulas desidratadas, foram utilizadas
400 mg de capsulas secas em 200 mL de agua. Os ensaios de liberacio foram feitos

em triplicata sempre com preparac¢des independentes das microcapsulas.

4.2.12 Morfologia e microestrutura das microcapsulas.

4.212.1 Microscopia otica

A morfologia geral das microcapsulas foram observadas através de
microscépio otico NIKON (Eclipse E800 ~ Japan), utilizando-se objetivas de 10x e
20x . A captacéo de imagens foi realizada pelo software Image Pro Plus 4.0 (Media
Cibernetics, USA).

4.212.2 Microscopia de Varredura Laser Confocal (CLSM)

A utilizagdo da microscopia confocal teve como objetivo identificar as

estruturas das microcapsulas, bem como a localizagdo fisica do polimero, da
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proteina e da gordura na estrutura da microcapsula através da ligacao de compostos

fluorescentes especificos. Para esse experimento, ¢ sistema alginato foi utilizado.

A morfologia e microestrutura das microcapsulas Gmidas foram observadas
em microscopio de Varredura Laser Confocal Olympus LSM — Fluoview versao 3-2
(Olympus, Tokio, Jap&o). As condicdes de trabalho, para coleta de imagens estao

descritas no anexo 1.

4.212.21 Preparo das amostras para a microscopia confocal

4.2.12.2.1.1 Indicador fluorescente de éleo - Nile Red - dimetil sulféxido

O corante “nile red” (1mg/mL de dimetil sulfoxido) foi acrescentado & gordura
vegetal hidrogenada ja fundida, segundo metodologia proposta por LAMPRECHT et
al. (2000), alterando-se porém a concentragdo do corante usada para 1mg de
corante para 30mg de dieo (gordura fundida).

4.212.2.1.2 Indicador fluorescente da caseina e polissacarideos — FITC

(isotiocianato de fluoresceina)

A ligacéo do corante FITC a proteina ou ao polissacarideo foi feita de acordo
com o protocolo descrito por SCHREIBER et al. (1983) com algumas modificacées.
Foram adicionados 100mL da solugdo do corante (Img/mL) para cada 25g de
biopolimero ou proteina. Apds a adicdo, as solugbes de alginato ou caseina
contendo o corante FITC foram agitadas com agitacdo magnética lenta sob

aquecimento de 40°C por uma hora antes da utilizacgo.

42123 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As amostras desidratadas (microcapsulas liofilizadas) foram fixadas em fitas
metalicas de cobre adesiva dupla face, presas em “stubs” de aluminio de 1cm de

diametro por 1cm de altura e recobertas por uma fina camada de ouro em um
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evaporador (Baltec SCD50) 40mA/150s. Apds o recobrimento as amostras foram
observadas em um microscopio eletrénico de varredura Jeol mod. JMS -T300, em 5
e 10kV.

4.2.12.4 Distribuicdo do tamanho de particulas

O tarmanho e a distribuicao das microcapsulas foram determinados através de
um Analisador Laser scattering LA-900 (Horiba Instruments, Inc). Foi utilizada uma
quantidade de amostra suficiente para atingir niveis de refracio adequados a leitura

na cadmara de amostragem.

4.2.13 Digestibilidade in vitro

Para avaliar se a proteina encapsulada seria acessive!l e digerivel foi utilizado
o metodo de digestibilidade in vitro. O ensaio da digestibilidade foi realizado por dois
métodos: uma adaptacdo de AKESON & STAHMANN (1964) e pela medida da
queda de pH (LAZO, 1998).

As amostras utilizadas para esse experimento foram microcapsulas de
alginato (AL), carragena (CA), goma gelana (GE) e pectina (PE), contendo como

recheio caseina e gordura vegetal hidrogenada.

42131 Método adaptado de AKESON & STAHMANN (1964)

Amostras (microcapsulas) contendo cerca de 125mg de proteina encapsulada
foram digeridas pela adicdo de 5mL de extrato larval, com incubacio a 37°C com
agitacdo continua em banho Maria (Dubnoff), por um periodo de 8 e 24 horas. A
hidrolise foi interrompida pela adicdo de 5 mlL de TCA 30% e o volume foi

completado para 100 mL com TCA 5%. Apés a precipitacao, filtrou-se o material em
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papel Watman n® 42, e na fracdo solubilizada determinou-se a quantidade de
proteina total, pelo mélodo de Bradford, em espectrofotometro a 595nm. Uma

solucéo de caseina foi empregada como padro de referéncia.

As amostras foram também digeridas com uma solugdo de tripsina 1.5
(mg/mL) em substituicdo ao extrato larval, incubadas por 8 horas, seguindo as

mesmas condi¢cdes de processo citadas.

O branco da amostra utilizado foi uma solucao de microcapsulas sem adigéo
de enzima e o branco da enzima foi de uma solugdo sem microcapsulas. Segue-se

todo o procedimento da amostra. As analises foram feitas em triplicatas

A digestibilidade foi calculada pela formula:

P oi—FL ~P
%D e amo.&rr;) bra;;o enzima }00

toial brance

Equacéo 10

onde:

Pamest= = GUantidade de proteina na amostra digerida (mg/ml)
Pranco = Quantidade de proteina na amostra ndo digerida (mg/mL)
Penzime = Quantidade de proteina na solucéo de enzima (mg/ml.)

Puww = quantidade de proteina total na amostra (mg/mL.)

4.2.13.1.1 Preparo do extrato enzimatico

O extrato enzimatico foi obtido a partir de dois lotes de larvas de tilapia com
idade aproximada de 7 dias apds eclosao, fornecidas pelo Centro de Aquicultura da

Unesp — campus Jaboticabal.

A obtengao do extrato enzimatico larval foi conduzida a 13°C pela maceracéo

das larvas inteiras em tampé&o Tris-HCI 50 mM CacCl,, pH 8, na proporcéo de 1g/10
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mL. Em seguida, os extratos foram centrifugados em centrifuga Sorvall RC5C
(14.000g/30min/4°C), e o sobrenadante (solugdo enzimatica) foi mantido em freezer

doméstico (-18°C), e em nitrogénio liquido (-195°C), até o momento das analises.

4.2.13.2 Digestibilidade medida pela queda do pH (Lazo et al., 1998)

O método usado como uma medida de digestibilidade da proteina, consiste na
determinacédo de queda de pH (-ApH), durante do substrato (microcapsulas) as

enzimas.

Foram preparadas solugbes a partir das microcapsulas com concentracdo de
proteina de 312,5 mg em 100mL de agua destilada. O pH final foi corrigido para 8,0
com adi¢ao de NaOH ou HCI (0,001-0,1N). A solugao foi mantida em agitacdo num
Becker encamisado que manteve a temperatura da solugdo em 37°C. Foi adicionado
5 mL da solugao de tripsina (1,5mg/mL) e o monitoramento do pH e da temperatura
fot feito durante 10 minutos. As analises foram feitas em triplicatas. O valor de pH
apds 10 minutos de reagao foi medido e comparado ao valor obtido para caseina

livre em solugéo, como segue:

H
%D - Ap LTS . 100
P caviina Equacéo 11

onde:
ApHamostra = Variagao de pH da amostra

ApHeasena = Variagao de pH da caseina

4.2.13.2.1 Preparo da solugdo de enzima

Uma solugao de tripsina (marca Sigma) foi preparada em tampao Tris-HC! 50
mM CaCi,, pH 8, na concentracdo de 1,5mg/mL.
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42133 Determinacdo da atividade das proteases

A atividade proteolitica dos extratos larval e da solugdo de tripsina foi medida
usando a caseina (Merck 2242) 1,2 %, pH 6 como substrato seguindo o método de
GARCIA-ORTEGA et al. (1998).

As misturas foram incubadas por 10 minutos a 37°C e a reacéo foi
interrompida pela adigdo de 5 mL de TCA 5%. A absorbancia do sobrenadante foi
lida em espectrofotdmetro a 280 nm.

Uma unidade de atividade de enzima foi definida como a quantidade de
enzima que libera em 10 minutos, 1 mg de tirosina. Todas as medidas forma feitas

em triplicata.

4.2.14 Analise estatistica

Diferencas significativas entre médias para os valores obtidos das curvas de
liberag@o protéica e nas microcapsulas foram avaliadas utilizando teste de ANOVA
e TUKEY, com auxilio do software Statistica for Windows 5.0 (Statsoft, USA), com
5% de significancia.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAQ

5.1 Diagrama de fases

Mesmo em um nivel primario, o entendimentc qualitative dos sistemas
gelificantes polieletroliticos € dificil. Ele requer um conhecimento detalhado das
propriedades individuais das cadeias, sua conformacio e topologia de redes, os
efeitos dos eletrdlitos sobre as forgas inter e intra-cadeias e também um
entendimento basico da agua e como suas propriedades sdo modificadas pela
presenga de eletrolitos (GRANSDALEN & SMIDSRQOD, 1987).

A relacéo estrutura-funcionalidade de biopolimeros requer definir os estados
fisico-quimicos apresentados pelo mesmo, que podem afetar as propriedades de
transporte tais como viscosidade, densidade e difusividade bem como a reatividade
do sistema (MADEKA & KOKINI, 1996). Os estados fisicos do componente/sistema
podem ser representados por um diagrama de fase ou de estado, onde o
comportamento € observado em fung¢io da temperatura, concentracio, tempo,
pressao, etc (SHADE et al., 1989). No caso da gelificacao iénica, o diagrama de fase
envolvendo a variacédo de concentracdo dos agentes poliméricos e do ion ligante tem
como objetivo definir a regido onde ocorre a formagao fisica do gel polissacarideo-
ion, identificando também a regido onde o sistema permanece em solugéo e a regiéo

onde ocorre a sinerése.

A construcio dos diagramas foi essencial para a definicdo das concentracdes
do agente polimérico e do ion ligante, na regido de formacao de gel propicias para
formacao das capsulas e microcapsulas. As Figuras de 7 a 9, representam os

diagramas de fase obtidos.

Os sistemas contendo alginato ou pectina (Fig.7a e Fig. 7d, respectivamente)
apresentaram regides bem definidas de sol, gel e sinerese. A gelificacdo s6 foi
possivel a partir da concentracéo de 0,5% de polissacarideo com 0,25% de cloreto

de caicio para a pectina e 0,5% de cloreto de célcio para alginato.
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Comparativamente aos outros polimeros estudados, o sistema contendo a
pectina mostrou-se mais sensivel a pequenas variagbes na concentracdo idnica,
refletindo em menor area no diagrama de fase (Fig. 7d) da regido gel. Efeito
semelhante & variagao idnica foi observado anteriormente por MAY (1997). Segundo
KOHN, (1975), modelos para a gelificago tém apontado fortemente para influéncia

do calcio e em menor extenséo para o pH, durante a gelificacao.

Conforme, pode ser visto na Figura 7b, a carragena apresentou gelificacao
instantanea para todas as concentracdes da goma e do cloreto de calcio estudados.
Como esperado, um aumento da concentragdo do polissacarideo apresentou
gelificaggo com quantidades decrescentes de ions, observando-se em
concentragbes superiores a 1,2%, que a formacéo de gel ocorreu sem a necessidade

da solugao idnica.

Comportamento semeihante foi observado para a goma gelana (Fig 7c}, ou
seja, a partir de concentragbes superiores a 0,75% ocorreu formacéo de gel sem a
adigéo de ions a solucéo, onde o aguecimento e posterior resfriamento da solucao
polimérica favoreceu a formageram a formacéo de dupla hélice entre os finais de
moleculas proximas (GUNNING & MORRIS, 1990). Para esse sistema contendo

goma gelana n&o foi observada a ocorréncia de sinerese.

De modo geral, quando houve a formagao do gel com presenca de pequenos
grumos com coloragéo esbranquicada, diferente da cor do gel, também ocorreu a
sinerese. A medida que se elevou a quantidade de célcio na solugao, uma incidéncia

maior de aglomerados foi observada.
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Figura 7. Diagrama de fases utilizados. a. Alginato; b. carragena; c. goma gelana; d. pectina. A letra

“Eﬁ

indica que houve gelificagéo instanténea e a letra “A” que houve liberagdo de agua da matriz polimérica

apds 24 horas.
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5.1.1 Misturas binarias

As misturas binarias mostraram comportamento semelhante aos polimeros de
sua composicac, sendo marcante a influéncia de um polimero em relacéo ao outro.
Esta influéncia provocou um aumento dos pontos referentes a area de formacgéo de
gel e gelificacao instantanea nas misturas GE-AL, PE-GE, CA-GE e CA-AL, e uma
diminuigdo em PE-AL e PE-CA. Essas misturas binarias aparentemente sugerem a
formacgdo de diferentes redes de gel propostas por CAIRNS et al. (1987), onde a
mistura de dois polissacarideos pode n&o formar um tipo particular de mistura, o que

pode ser determinado pela relacio entre os componentes.

A mistura GE-AL (Fig. 8a) apresentou um comportamento de fases
semelhante ao diagrama do alginato (Fig. 7a), sugerindo deste modo, a maior

influéncia do alginato neste sistema.

A mistura PE-AL apresentou semeihanca ao diagrama da pectina (Fig. 7d),
sendo a menor area obtida entre os sistemas binarios estudados, conforme pode ser
observado na Figura 8b. STEINNES (1975) apud MORRIS (1998), observou gue 0s
géis mistos de pectina-alginato apresentaram gelificagdo, em condicbes que
individualmente nao ocorria a formacao de gel, incluindo a auséncia de calcio, baixo
pH e presenga de agUcares, sugerindo a ocorréncia de ligagdo intermolecular do
alginato e da pectina.

No sistema PE-GE (Fig. 8c¢), observou-se um diagrama de fase mais parecido
com o diagrama apresentado pela pectina isoladamente (Fig. 7d), em relacdo ao

observado para gelana (Fig. 7¢).

Em PE-CA (Fig. 8d) foram observadas somente duas fases: sol e gel, com
maior semethanca ao comportamento observado para carragena individualmente
(Fig. 7b).

A mistura CA-GE (Fig. 8e) apresentou o mesmo comportamento que a

carragena, originando um diagrama idéntico (Fig. 7b). A gelificacdo sem a adigio de
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calcio também foi observada para esta mistura, a partir de 1,2% de

concentracaoc polimeérica no sistema.

A mistura CA-AL (Fig. 8f) originou um diagrama de fases semelhante ao

diagrama da carragena (Fig. 7b).

5.1.2 Misturas ternarias

As misturas ternarias também mostraram um comportamento semelhante acs
polimeros de sua composigdo, entretanto, com predominancia de um dos polimeros.
Nao foram observados aumento das areas referentes a formagéo de gel e gelificacao
instantanea em relagao as misturas binarias e aos diagramas dos polimeros usados
isoladamente. Os pressupostos citados para as misturas binarias, que diferentes
redes de gel, podem ter sido formadas, também se aplicam as misturas ternarias e
quaternarias, de acordo com CAIRNS et al. (1887).

De acordo com as Figuras 9a e 9c, as misturas CA-PE-GE e CA-GE-AL,
apresentaram areas de formacao de gel muito semelhantes a carragena (Fig.7b) e a
goma gelana, n&o apresentando sinerese nas concentragcbes estudadas. A
gelificacao sem adicao de calcio também foi observada na concentracio de 1,2%

para essas misturas.

As misturas CA-PE-AL e PE-GE-AL, conforme ilustram as Figuras 9b e 9d
apresentaram as trés regites: sol, gel e sinerese, sendo que a mistura ternaria CA-
PE-AL mostrou maior area de formacdo de gel instantaneamente quando

comparadas aos diagramas das outras misturas ternarias.
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Figura 8. Diagrama de fase das misturas binarias. a. GE-AL, b. PE-AL; ¢. PE-GE, d. CA-PE, e. CA-GE

e f. CA-AL.
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Figura 9. Diagrama de fases para misturas ternarias dos polissacarideos utilizados. a. CA-PE-GE; b.
CA-PE-AL: c. CA-GE-AL; d. PE-GE-AL.

Figura 10. Diagrama de fase da mistura quaternaria dos polissacarideos utilizados.
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5.1.3 Mistura quaternaria

A mistura quaternaria CA-PE-GE-AL (Fig. 10) apresentou as trés regites: sol,
gel e sinerese, nao sendo observados aumento das areas referentes a formagao de
gel e gelificacdo instantanea em relagao as misturas ternarias, binarias ou aos

polimeros utilizados isoladamente.

5.2 Viscosidade intrinseca

A viscosidade intrinseca apresenta um grande valor pratico na determinacao da
massa molecular de polimeros grandes (GRULKE, 1994). Viscosidade de solugbes
contendo algumas gomas foram apresentadas por RAO & YANSEEN (1986),

enquanto que a viscosidade intrinseca de varias solugbes protéicas foi apresentada
por RHA e PRADIPASENA (1986).

As concentractes das solugdes usadas para obtencdo curvas de viscosidade

reduzida e inerente foram selecionadas em fungdo dos tempos de escoamento (t)
que atendessem as recomendagbes de RODRIGUES (1982) para valores de n, < 2

(viscosidade relativa, n, =n/ms € n=Kpl).

As massas moleculares dos biopolimeros foram calculadas usando-se as

seguintes equacoes:

Alginate M} =2,0x10° M,'° SMIDSROD (1970)
Gorma Gelana ] =748x107° M, DREVETON et al. (1996)
Pectina [n] = 0,0955M,>" ANGER & DONGOWSKI (1988)

As tabelas com os tempos de escoamento e as densidades das solugbes

determinadas para cada biopolimero, tabelas com os valores calculados para
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viscosidades reduzida e inerente e concentragbes exatas das solugdes, graficos com
as curvas das viscosidades reduzida e inerente e caiculo da viscosidade intrinseca e
do peso molecular especifico para os biopolimeros utilizados se encontram no Anexo
1.

Tabela 5. Viscosidades intrinsecas e pesos moleculares para alginato, goma gelana e pectina.

Polissacarideo [n] (100mig) Massas Molecular (kDa) Férmulas de calcuio
Alginato 5,63 + 0,42 281,37 £20,76 [M]=2.6 x10° M, °
Goma Gelana 9.868+303 263,54 + 90,21 [M] = 7.48x107° M, >
Pectina (BTEA) 2,10£0,07 69,02 = 3,30 [n] =0.0855M,°7

O valor de viscosidade intrinseca encontrado, conforme Tabela 5, para pectina
estd na faixa anteriormente observada de 5x10* a 1,5x10°%, onde a flexibilidade da
cadeia parece depender da composicdo quimica, exibindo um cardter de
macromolécula rigida extendida (SMIDSROD & HAUG, 1971). Valores encontrados
para o alginato e goma gelana também estdo nas faixas obtidas nas referéncias

utilizadas para determinacdo da massa molecular.

Nas solugbes de goma gelana foi usado o ion TMA®, devido ao seu grande
tamanho, podendo interagir fracamente com polieletrélitos da cadeia, apresentando a
habilidade de induzir uma ordenacgdo nas cadeias e também permitir a medida da

viscosidade intrinseca.

A viscosidade intrinseca da carragena nao foi determinada. Embora nao tenha
sido quantificada por problemas de formacao de aglomerados e dividas quanto a
pureza do material utilizado, foi observado por SMIDSROD & GRANSDALEN (1987)
que k-carragena e alginato de mesma massa molecular apresentaram menores

viscosidades intrinsecas e raio de giragao que as da goma gelana.
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5.3 Formacao das capsuias

A formacéio das capsulas pela bomba peristaltica foi uma primeira tentativa de
se obter microcapsulas com tamanho adeguado a alimentacao das larvas de peixes.
As capsulas apresentaram um tamanho (1 a 2 mm) que permitiu uma observacao

visual do aspecto & comportamento da matriz formada.

As capsulas foram mais bem formadas e esféricas, para todos os tratamentos 2
medida qgue se aumentou a concentracdo da solucdo polimérica, devido
provavelmente a maiores quantidades de ligagbes intercruzadas que ocorreram na
cadeia molecular. A retencao da cor, decorrente da adicdo de anilina, também foi
maior com © aumenic da concentracdo, sugerindo também que houve uma
diminuicao da permeabilidade, todavia, estudos mais especificos de difusac sdo

necessarios para confirmagao deste fato.

A fabricacdo das capsulas de carragena apresentou restricdes de
processamento quando a concentragdo do polimero em solugdo foi superior a 1%,
devido a um aumento da viscosidade da solugdo. Segundo NUSSINOVITCH (1997},
a viscosidade esta intimamente ligada a concentracdo da goma na solucao,
aumentando exponencialmente com o aumento da concentracao, sendo este
comportamento tipico da carragena e outros polimeros de carga linear, como uma

consegliéncia de interagbes entre as cadeias de polimeros.

5.4 Caracterizacao das capsulas
5.4.1 Solubilidade

Todos os tratamentos utilizados formaram capsulas bastante insoliveis em
agua (aproximadamente < 10%), mostrando-se potencialmente interessantes para
resolver problemas usuais como a lixiviacao de nutrientes, que por sua vez afetam a

qualidade da 4gua nos tanques de cultivo, ou ainda para outros fins préaticos.
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5.4.2 Flutuabilidade

Devido ao fato das larvas de diversas espécies de peixes alimentarem-se em
diferentes alturas na coluna d'dgua, a racdo deve apresentar caracteristicas
especificas de flutuabilidade e tempo de sedimentacdo. Deste modo, a flutuabilidade
€ um importante parametro a ser avaliado no desenvolvimento de dietas para peixes

e crustaceos.

O uso dessa técnica permitiu a observacao de diferencas de flutuabilidade
apresentadas pelas capsulas, quando se alterou a concentragéo de polimero ou ion
em sua fabricagao, variande de 21,71 a 6,51s. Com o aumento da concentracéo do
biopolimero ou da concentragdo do ion em solucdo, o tempo de flutuabilidade da
capsula foi menor, com maior efeito quando se elevou a quantidade de polimero
presente. Este fato parece estar indicando um aumento de densidade da capsula,
devido a maior quantidade formada de matriz, através dos mecanismos de
gelificacao apresentados na revisdo, formando sucessivas ligacdes intermoleculares,
que se refletem na variacdo da densidade da capsula (GRANSDALEN &
SMIDSROD, 1987; MARTINSEN, 1989).

5.4.3 Microscopia é6tica

A microscopia Otica revelou que todas as capsulas fabricadas apresentaram

boa formacéo, sendo em sua maioria com forma esférica.

5.5 Producao de microcapsulas

O método de produgéo de microcapsulas, utilizando gotejamento com auxilio da
bomba peristaltica, n&o proporcionou um tamanho adequado de particula, gue se
prestasse a alimentacao de larvas de peixes, da ordem de 150um. O tamanho
observado foi da ordem de 1500um, portanto, muito maior que o tamanho desejado.

O uso de um aspesor capilar com alta pressao (Fig.11) alcancou um bom tamanho
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de particula (média de 150um), com variagdo de particula aspergida (em
micrometros) em funcao do tamanho do capilar, altura de asperséo e pressdo de ar

empregada.

Apobs a realizacao dos ensaios para escolha da melhor pressao de ar, altura de
pulverizac@o, relacdo de matriz/recheio foram entdo, estabelecidos os seguintes
padrées: 0,90 kgflcm2, 18 cm e 1.1, respectivamente. Conforme ilustra a Figura 12,
aplicando-se uma pressac de trabalho de 0,60 kgflcm?, as microcapsulas formadas
apresentaram perda parcial do formato esférico com prolongamento em uma das
extremidades, tendo um aspecto de cauda (Fig. 12a). Também foram observados
nesta pressdo, microesferas de dlecresina que néo sofreram encapsulagao. Com a
aplicacdo de uma pressdo de 0,75 kgflcm?, as capsulas apresentaram menores
irregularidades gquanto ao formato esférico, uma distribuicdo de tamanho de
particulas mais homogéneo e menor presenca de material ndo encapsulado (Fig.
12b). J& com uma presséo de trabalho de 0,90 kgf/cm2, as capsulas apresentavam
em sua maioria formato esférico, distribuicAo de tamanho bastante homogénea e
auséncia de material ndo encapsulado (Fig. 12c). Quanio ao aspecto visual da
quantidade e coloragdo do recheio, a press&o de trabalho igual a 0,90 kgficmz,
produziu microcapsulas de coloracdo mais forte e com maior quantidade de
microesferas de 6leo resina de paprica retidas na matriz em relacao as outras

pressoes.

Nos testes de pulverizacdo, para a altura de 18cm (Figura 12.d), as
microcapsulas apresentaram forma esférica em sua maioria e auséncia de material
nao encapsulado. Na altura de 28 cm (Figura 12.e), as microcapsulas apresentaram
forma esférica e oval com presenga de material ndo encapsulado, e na altura de 38
cm (Figura 12.f), as microcapsulas apresentaram perda parcial do formato esférico
com prolongamento de uma extremidade formando uma cauda, em sua maioria,
distribuicdo de tamanho heterogénea e presenca de material nao encapsulado. Na
observagdo dos respectivos recheios foi observada uma coloracao mais forte e

escura para a altura de pulverizagéo de 18cm em relacdo as demais alturas.
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Figura 11. Aspersor de vidro conectado a erlenmeyer.

Na Figura 13 (a, b, e ¢) pdde-se verificar que ocorreu uma variagdo da
coloragdo das microcapsulas quando se alterou a relacdo de quantidade
matriz/recheio. As microcapsulas adquiriram coloragcdo mais forte & medida que se
aumentou a quantidade de recheio até a proporgao de 1:1 (matriz/recheio). A medida
que a concentragdo de recheio ficou maior que a quantidade de material de parede
(0.,75:1 - matriz/recheio) observou-se uma grande quantidade de material nao
encapsulado. A partir dessa observacao foi definida a relagao de 1:1 (matriz/recheio)

para os testes posteriores.

5.6 Morfologia e distribuicio do tamanho

Através da microscopia Otica foi possivel observar a morfologia externa e
estrutura interna das microcapsulas estudadas, o tamanho das esferas de oleoresina
de paprica encapsuladas e a distribuicdo desse recheio na matriz polimérica. O
tamanho das microcapsulas também péde ser observado, e as distribuicoes

resuitantes se encontram no Anexo 2.

Em geral, as microcapsulas apresentaram forma esférica em sua maioria e

foram multinucleadas, com distribuicao do recheio por toda matriz polimérica.
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Figura 12. Microcapsulas de alginato contendo como recheio 6leoresina de paprica, aspegidas por
diferentes pressoes e alturas - a. presséo igual a 0,60 kgf/cm?2; b.pressé&o igual a 0,75 kgf/lcm?; ¢. pressdo
igual a 0,90 kgflcm?; d. altura de 18cm,; e. altura de 28cm; f. altura de 38 cm. Objetiva de 20 vezes.
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Figura 13. Microcépsulas de alginato com variagdes na quantidade de material a ser
encapsulado - a. relacdo matriz/recheio de 3:1; b. relagdo 1,5:1; ¢. relagéo 1:1; d.
relacéo 0,75:1. Objetiva de 20 vezes.

Figura 14. Microcdpsulas obtidas de diferentes matrizes.- a. AL; b. CA; ¢. GE; d.
PE. Objetiva de 20 vezes.
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De acordo com a Figura 14, as microcapsulas cuja matriz era constituida de
alginato (a) apresentaram forma de gota, coloragdo intensa e distribuicio

homogénea de microesferas de 6leoresina pela matriz.

As de carragena (b) apresentaram-se esféricas e tamanho heterogéneo de
microesferas de Oleoresina distribuidos na matriz. As microcapsulas obtidas com
goma gelana (c) apresentaram forma esférica, matriz incolor e foram semelhantes as
microcapsulas de carragena quanto ao tamanho e distribuicdo das microesferas de
6leoresina. As microcapsulas de pectina apresentaram formas amorfas, com

distribuicdo homogénea do recheio na matriz.

A analise de tamanho das microcapsulas (Anexo 2) mostrou semelhanca entre
os materiais estudados, observando-se uma distribuicdo de tamanho na faixa de 12 a
775um, variando de 43 a 90% para a faixa de 100 a 300um, para os sistemas
estudados. A interpretacdo dos dados em forma de histograma para andlise de
distribuicdo de tamanhos de microcapsulas também foi utilizada por YUFERA et al.
(1996) e VILLAMAR e LANGDON (1993).

5.6.1 Misturas binarias

Conforme ilustra a Figura 15, a mistura CA-AL (a) produziu grande quantidade
de microcapsulas esféericas de coloragdo semelhante ao alginato, entretanto, com
uma matriz mais clara, com distribuicdo homogénea das microesferas de o6leo. A
mistura CA-GE (b) produziu microcapsulas esféricas e alongadas semelhantes as
microcapsulas de carragena e também da goma gelana, com contetdo e distribuicao
heterogéneo de microesferas de dleo. A mistura GE/AL (c) formou microcapsulas
esféricas, com uma colorag&o da matriz semelhante a gelana. A mistura PE/AL (d),
exibiu formas esféricas, com coloragdo da matriz semelhante a da pectina. A mistura
PE/CA (e), formou microcépsulas esféricas muito semelhantes as microcapsulas de

carragena, com distribuicdo de tamanho heterogénea das microesferas de oéleo
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resina. A mistura PE/GE (f), produziu microcapsulas com forma esférica em sua

maioria.

A intensa coloragéo laranja encontrada nas microcapsulas de GE-AL e CA-
PE-AL pode ser atribuida ao alginato, uma vez que, este polimero é encontrado na

composicao das duas misturas e quando isolado exibe a cor mais forte.

5.6.2 Misturas ternarias

A mistura CA-GE-AL, conforme mostra a Figura 16a, produziu microcapsulas
esféricas, semelhantes a gelana, na sua distribuicdo do recheio. CA-PE-AL (b)
produziu microcapsulas com forma esférica, matriz de cor clara e distribuicao de
tamanho das microesferas do recheio homogénea. A mistura CA-PE-GE (c) produziu
capsulas esféricas e alongadas com esferas muito pequenas e homogéneas de
Oleoresina em sua matriz, lembrando a microcapsula de gelana. PE-GE-AL (d)
produziu microcapsulas esféricas, semelhantes as microcapsulas de pectina e

alginato, sendo a matriz de coloragao clara.

5.6.3 Mistura quaternaria

A mistura quaternaria CA-PE-GE-AL, conforme ilustra a Figura 17a, produziu
capsulas esféericas alongadas com matriz incolor e distribuicdo de tamanho das

esferas de oleoresina heterogénea.

As microcapsulas obtidas de misturas binarias, ternarias e quaternaria
parecem também apresentar a caracteristica de predominancia de um dos polimeros

componentes da mistura, observado nos diagramas de fases.
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Figura 15. Morfologia de superficie obtida por microscopia ética (20X) das microcapsulas
fabricadas com matrizes de misturas binarias, contendo como recheio 6leoresina de paprica— a.

CA/AL; b. CA/GE; c. GE/AL,; d. PE/AL; e. PE/CA, f. PE/GE.
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Figura 16. Morfologia de superficie obtida por microscopia 6tica (20X) das microcapsulas fabricadas
com matrizes de misturas ternarias contendo como recheio 6lecresina de paprica — a. CA/GE/AL; b.

CA/PE/AL; c¢. CA/PE/GE; d. PE/GE/AL..

50um

[ L

Figura 17. Morfologia de superficie obtida por microscopia ética (20X) das microcapsulas fabricadas
com matriz quaternaria (PE-GE-AL-CA), contendo como recheio 6leoresina de paprica
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5.7 Microcapsulas com recheio de proteina e gordura

A troca de Oleoresina de paprica por uma proteina modelo conhecida e
posteriormente por um sistema composto da proteina e gordura vegetal permitiu

avaliar o efeito na forma de liberagcéo da proteina na matriz polimérica.

5.8 Secagem por liofilizacao

O processo de secagem por liofilizacdo foi feito somente para as
microcapsulas produzidas com os polissacarideos utilizados individualmente, com
formacdo de uma camada tipo esponja, caracteristica deste tipo de secagem.
Segundo VEELKEN (1984), a desidratacdo acentuada dos géis de polissacarideos
produzida por liofilizacdo pode contribuir para a formacdo de matriz porosa

semelhante a uma esponja e caracteristica de materiais liofilizados.

A morfologia das microcasulas secas por liofilizagao (Fig 18a a 21a) utilizando
MEV, indicou a ocorréncia de aglomeracao generalizada das particulas levando a
uma aparente perda da forma esférica e de tamanhos variados. No entanto a
observagado em um aumento maior (Fig 18b,c a 21b,c) mostra que alguns fragmentos
mantiveram o contorno esférico, com alguma porosidade, evidenciando também a
presenca de pequenas e bem definidas esferas incrustadas no material sélido que
parecem ser as esferas de gordura. Diferente de materiais liofilizados tipicos, onde a
porosidade € acentuada, as paredes dos materiais obtidos, embora ndo se
apresentem lisas, parecem apresentar continuidade, como uma estrutura sélida,

morfologia também sugerida anteriormente (WONG et al. 2002).
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5.9 Caracterizacao fisico-quimica das microcapsulas

Os valores de pH dos sistemas gelificantes contendo a proteina ou proteina e
gordura, antes da asperséo em solugdo de calcio foram medidos e se encontraram
proximos a 9,0, o pH de dissolugdo da proteina (Tabela 6). Excecoes entre os
sistemas estudados foram as solugdes contendo pectina que apresentaram pHs mais
baixos, variando entre 5,0 a 6,0. Os valores de pH indicam que os polissacarideos se
encontravam acima de seus valores de pKa'’s, e assim em condicées de carga mais
favoraveis a associagado ibnica. Como esperado, a introducdo de gordura nas
microcapsulas provocou uma reduga@o no contetdo de dgua presente nas mesmas,
independente do tipo de polimero utilizado. Nos sistemas contendo somente a
proteina o teor de umidade variou de 96 a 98%, enquanto a introdugso da gordura

diminuiu para 90 — 93% o teor de agua nos sistemas.

As eficiéncias de encapsulagéo para os sistemas isentos de gordura contendo
polissacarideos e caseina (Tabela 6), apresentaram rendimentos de 83.7 a 90.8%,
com menores eficiéncias obtidas para microcapsulas produzidas com pectina, com
gelana e pela mistura gelana-alginato. Embora, a quantidade de proteina utilizada
tenha sido menor que a dos sistemas isentos de gordura, a eficiéncia de
encapsulagao foi maior nos sistemas contendo gordura e proteina, para as capsulas
contendo alginato (94.9%) ou pectina (95.4%) e apresentando um decréscimo para
os sistemas contendo gelana individualmente (78.8%) e para o sistema ternario
(71.8%).

Diversos trabalhos mediram a eficiéncia de encapsulacdo em sistemas
semelhantes. FATTAH (1998) utilizou gelana e alginato como suportes na
encapsulagdo de sulfato de salbutamol, em relagdes 1:2 (recheio:gelana) e
1:1(recheio:alginato) obtendo rendimentos de 69.2 e 72.5% para a gelana e para o
alginato. VILLAMAR e LANGDON (1993) utilizaram uma mistura de alginato e
gelatina introduzindo uma mistura de lipideos para aumentar a retencao de
compostos de baixa massa molecular, e aqueles aquosoliveis, obtendo eficiéncia

de retencgao de 84.8 (tiamina); 53 (riboflavina) e 84.7% (glicose).
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Figur 18. Morfologia e microestrutura das microcapsulas liofilizadas com matriz de AL e recheio de
CAS+GVH, obtidas por microscopia eletronica de varredura. a. aspecto do material formado (100X); b.
aspecto da microcapsula (800X); c. visualizagdo dos poros(2000X).
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Figura 19. Morfologia e microestrutura das microcapsulas liofilizadas com matriz de CA e recheio de
CAS+GVH, obtidas por microscopia eletronica de varredura. a. aspecto do material formado (100X); b.

parede da microcapsula (500X); ¢. visualiza¢&o dos poros(1500X).
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Figura 20. Morfologia e microestrutura das microcapsulas liofilizadas com matriz de GE e recheio de
CAS+GVH, obtidas por microscopia eletronica de varredura. a. aspecto do material formado (100X); b.

aspecto da microcapsula (1000X); c. visualizagéo da parede (2000X).
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Figura 21. Morfologia e microestrutura das microcapsulas liofilizadas com matriz de PE e recheio de
CAS+GVH, obtidas por microscopia eletronica de varredura. a. aspecto do material formado (100X); b.
aspecto da microcapsula (500X); c. visualizagio da parede (2000X).
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Microcapsulas contendo soro albumina bovina (BSA), produzida em alginato
de célcio, posteriormente recoberto com quitosana, apresentaram valores altos (>
95%) para a eficiéncia de encapsulagdo (LIU et al., 1997). Valores inferiores
(~22.5%) foram observados por COPPI et al. (2002) para a encapsulacao de BSA, ou
na encapsulagdo de insulina (65%) obtidos por GRAY e DOWSETT (1988). A
comparacao das eficiéncias de encapsulacgédo é dificil, devido a diferencas entre os
experimentos incluindo o tipo de polissacarideo, o ion, suas concentragées, pH,
natureza das interagbes, entre o agente encapsulante e o material encapsulado e a
forma de produgdo, entre outros. Os sistemas poliméricos contendo somente
proteina e os sistemas contendo polimero, proteina e gordura apresentaram valores

de pH entre 5 e 9, medidas imediatamente antes da aspersao na solugao iénica.

Tabela 6. Valores médios encontrados para quantidade de proteinas, umidade, E.E. e pH dos

diferentes tratamentos utilizados.

Tratamentos PH E.E* umidade
(%) (%)
1.AL + CAS 9,3 90,7 96
2.PE + CAS 5,0 83.8 98
3.GE + CAS 9.4 84.2 98
4.CA + CAS 9,4 90,8 98
5.GE-AL + CAS 9,4 82.2 98
6.PE-GE-AL + CAS 8,1 88.5 98
7.AL + CAS + GVH 9.2 95.4 90
8.PE + CAS + GVH 5,6 94.9 92
9.GE + CAS + GVH 8,4 78.8 93
10.CA + CAS + GVH 9,0 92.3 93
11.GE-AL + CAS + GVH 8,3 83,8 93
12.PE-GE-AL + CAS + GVH 7,7 71,8 90

* E.E.- significa eficiéncia de encapsulacao do material de recheio.
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5.10 Eletroforese

Y1, Y2, ¥3-Caseinas

B - caseinas

Oles = caseina

1 2 3 4

Figura 22. Eletroforese em gel de acrilamida de caseina comercial e caseinato de sodio (controle).

Banda 1 e 2 — amostra. Banda 3 e 4 — padréo.

A caraterizacdo e composigdo de proteinas, da caseina comercial escolhida
para ser utilizada como recheio das microcapsulas foi avaliada, através da
eletroforese. A Figura 22, mostra respectivamente a eletroforese da caseina
comercial e um caseinato de sédio padrao. O perfil da caseina comercial indicou a
presenca das mesmas bandas protéicas observadas no caseinato de sédio padrao.
Essas bandas parecem ser das proteinas os1, B € y-caseinas De acordo com FOX
(1998), essas proteinas apresentam peso molecular de 23.613 para as;, 24.000 para

B, e 20.500 a 11.500 Daltons para as y1, y2 € va.
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5.11 Flutuabilidade

A flutuabilidade, inicialmente seria avaliada, segundo metodologia proposta
por (PEDROZA-ISLAS et al. 2000), mas devido a permanéncia das microcapsulas
em suspensdao por mais de 4 horas, ndo foi possivel realizar a leitura
espectrofotométrica das amostras, de acordo com o método proposto. O método
previa a deposicao do material até que a transmitancia fosse menor que 10%,

indicando que a maior parte das microcapsulas se encontrasse sedimentada.

Em substituicdo, uma captacdo de imagens foi realizada seqiiencialmente, ao
iongo do tempo. Os resultados apresentados na Figura 23 mostraram que as
microcapsulas com matriz de pectina, depois de introduzidas na superficie da coluna
de agua (t=0) se dirigiram para o fundo da cubeta até o tempo de 5 minutos. Apds
este intervalo, as microcapsulas se movimentaram constantemente e aleatoriamente
para todas as diregbes, flutuando por toda coluna de agua; indicando uma alta
capacidade de flutuagéo e um tempo para sedimentagéo muito mais longo do que o

necessario a alimentacao das larvas.

Figura 23. Flutuabilidade de microcapsulas de PE+CAS+GVH ao longo do tempo, em cubeta de

quarizo (4,0x2,0x23,0cm). Tamanho médio de particula: 497.06um.
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Os outros tratamentos com alginato, gelana e carragena também apresentaram
comportamento semelhante, entretanto, as microcapsuias de alginato revelaram uma

leve deposicao das particulas no fundo da cubeta.

Apds o intervalo de 24 horas, os sistemas poliméricos com carragena e pectina
apresentaram deposicéo da maior parte das microcapsulas, na superficie da agua e os
sistemas de alginato e goma gelana com deposicdo da maioria das microcapsulas no
fundo. O sistema envolvendo goma gelana, ainda apresentou parte das microcapsulas
na superficie da coluna de agua. Estas diferencas de fiutuabilidade, observadas
visualmente, indicam que as microcapsulas apresentaram diferentes densidades, como
também observado na flutuabilidade, realizada anteriormente para as capsulas, obtidas
com o auxiiio de bomba peristaltica (ltem 1.4.3.). A flutuabilidade foi também

influenciada, em parte pela adicdo da gordura nos sistemas.

O comportamento observado na flutuabilidade das microcapsulas € desejavel em

funcdo dos propodsitos aos quais as microcdpsulas se destinam.

5.12 Curvas de liberagao do recheio protéico

5.12.1 Determinagao de proteinas

O método de Kjeldah! utilizado extensivamente na determinacgio de proteinas, &
conhecido por ser bastante preciso e por estar sujeito a poucos interferentes. No
entanto, para amostras liquidas com baixo teor de proteina, exige grandes volumes de
amostra 0 que pode diminuir a sensibilidade do método e estender grandemente o

tempo de analise.

Como alternativa, existem métodos espectrofotométricos que sdo mais rapidos e
com alta sensibilidade em baixas concentragbes. Para a determinagio da proteina
liberada pelas microcapsulas, foram testados dois métodos comumente usados, a
leitura direta de aminoacidos que absorvem em comprimentos de luz na faixa

ultravicleta e a reagdo colorimétrica de complexacdo com Coomassie Brilliant Blue,
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atraves do método modificado de Bradford (Brad), onde foram detectadas diferencas na

determinac&o de proteina entre os métodos.

A Figura 24 apresenta as curvas-padrées, e respectivas equagbes de reta,
obtidas pelos métodos de Brad e UV utilizando como proteina padréao: caseina (CAS) e
soro albumina bovina (BSA). O coeficiente angular de inclinacdo das retas referentes a
mesma proteina, independente do método, foi 0 mesmo. no entanto os coeficientes
angulares das retas de BSA e caseina foram diferentes, indicando gue a BSA nao deve

ser usada como proteina padréo, para a quantificagao da caseina.

A Tabela 7 apresenta a comparacao das quantidades de proteinas obtidas pelos
métodos (Bradford e Absorbancia Direta em UV), com os valores obtidos pelo método
de Kjeldahl.

Tabeia 7. Comparagdo das quantidades protéicas, obtidas por diferentes métodos. Valores de

concentragbes calculados a partir das equacdes de retas da F igura 24.

BSA Caseina
Kjeldahl 0,5mg/ml 0,3mg/ml 05mg/ml 0,7 mg/ml
UV-CAS 0.486 0,56 0,93 1,34
UV-BSA 0,52 0,64 1,05 1,51
Brad-CAS 0,39 0,32 0,53 0,74
Brad-BSA 0,54 0,41 0,77 1,11

O coeficiente de extinggo usado na determinagdo da proteina por UV foi caiculado

segundo STOSCHECK (1990), e os valores obtidos encontram-se na Tabela 8.

Tabela 8. Coeficiente de extingdo (E) para a CAS e BSA a 205 & 280nm.

BSA CAS
E205 (mL mg'cm™) 29,936 29,5441
Concentracdo {mg/ml) 0,528 1,118
E280 (mL mg'cm™) 0,732 0,626
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Figura 24. Curvas comparativas de anaiise de proteina.

A BSA tem sido sugerida como referéncia em véarios métodos de quantificagao
de proteina (SEDMAK & GROSSBERG, 1977; COPELAND, 1894), porém dependendo
da composicao da proteina podem ocorrer diferengas na estimativa do valor real de
concentrag&o. Assim, a curva padrdo mais adequada, segundo COPELAND (1994)
seria aquela construida a partir de solugdes de concentragbes conhecidas, da propria
proteina a ser estudada.

O método UV apesar de ter como vantagem a néo adigdo de reagentes para sua
execucdo, permitindo a quantificagdo direta da proteina em solugdo. pode sofrer
interferéncia pela presenca de diversos compostos, que absorvem luz no mesmo
comprimento de onda dos aminoacidos aromaticos (aminoacidos, acidos nucléicos,

detergentes, etc).

Em funcao da reacao colorimétrica envolvendo o corante Comassie Brilliant Blue
G250 e a proteina ser bastante especifica, e possuir poucos interferentes, a proteina

liberada das microcapsulas foi dosada por este meétodo.

97



RESULTADOS E DISCUSSAOQ

As curvas de liberagao foram construidas a partir da relagao, em porcentagem,
entre a proteina liberada com o tempo e corrigida para o valor de Kjeldahl, com o valor
determinado inicialmenie na microcapsula. A diferenca média percentual entre os
metodos de Kjeldahl e Brad foi de 6.1%, para a caseina, e se manteve ao longo da

curva padrac, na faixa estudada.

5.12.2 Desenvolvimentoi do aparato de “difusao”

O aparato para o estudo de liberacdo de formato cilindrico (60 X 60 mm, altura e
didametro) foi construido em malha de aco inox (abertura 0.120 mm), imerso em Becker
(300ml). As capsulas eram colocadas dentro do cilindro, com agitagdo magnética e

circulacdo da solucao através de bomba peristéltica, a temperatura ambiente (23 °C).

O ajuste do sistema de liberagdo (container de amostra e o tipo de agitagéo) que
garantiu a movimentag¢ao das microcapsuias e a rapida difusdo da proteina para a parte
externa do container, exigiu agitacdo magnética e também a circulagado do solvente
utilizando-se bomba peristaltica. A determinacdo da concentracio protéica dentro e fora
do container resultou em 97,3% de proteina difundida para a parte externa apds dois
minutos de operacao e 899.6% apds 5 minutos, definindo assim a configuracio adotada
para o sistema de medida da liberacao (Tabela 9, AP 3).

Como pode ser observado na Tabela 9, a eficiéncia dos equipamentos
desenvolvidos foi avaliada através do gradiente de concentracéo protéico dentro e fora
do aparato, permitindo assim o acompanhamento da difusdo de solutos pela tela

protetora que circundava as microcapsulas.

Os dois modelos iniciais propostos, acomodavam as microcapsuias do lado
externo do aparato, sendo as aliquotas de amostragem retiradas na parte interna, com
a agitacao feita por agitacéo reciproca e agitacdo magnética, respectivamente. Estes
sistemas, porém ndo apresentaram resultados satisfatérios, apresentando valores de

eficiéncia, para os tempos estudados, menores do que 95%.
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Tabela 8. Eficiéncia dos aparatos para medir a liberaco de proteina ao longo do fempo, expressa em

porcentagem.
Tempo oEfiEiéncia
{(min.) (%)

AP 1~ AP 2 AP 3
2 4.00 90,82 §7.30
5 56,6 94 88 95,55
10 88,02 83,35 89,75
20 85,62 80,66 88,594
30 81,16 91,55 88,51
60 97 42 97.91 98,67

*As siglas AP 1, AP 2 e AP 3 significam os aparatos desenvolvidos.
= A eficiéncia foi calculada, através da diferenca de concentracao do lado externc em r elacédo a0
tado interno do aparato de difusdo, expressa em porceniagem.

5.12.3 Microcapsulas Umidas contendo proteina

A liberacao controlada de proteinas em matrizes polimérica & geralmente
utilizada para prolongar a meia vida de circulagao das proteinas, ou para direcionar a
entrega da proteina em locais especificos (GOMBOTZ e WEE, 1998). O perfil de
liberag@o permite conhecer as caracteristicas conjuntas de porosidade e possiveis
interacbes  recheio/material de parede, apresentados pelas microcapsulas,
direcionando-as para utilizagdes especificas. A Figura 25 apresenta as curvas de
liberacao obtidas durante 240 minutos de experimento, quando somente proteina foi
incorporada as microcapsulas. Microcapsulas produzidas com alginato apresentaram a

liberagao total da proteina encapsulada (100%), no periodo estudado.

Esse comportamento para capsulas de alginato de calcio havia sido observado
anteriormente por TANAKA et al. (1984) onde glicose, triptofano o-lactoalbumina
apresentaram coeficientes de difusdo iguais aos obtidos em agua pura, observando
também a liberac@o completa de albumina, v-globulina e fibrinogénio, com altas massas
moleculares difundindo das capsulas para a solucdo. MARTINSEN, SKAJAK-BRAEK,
SMIDSROD (1989) encapsularam ovoalbumina, BSA, y-globulina e fibrinogénio (PM de
4.5 10* a 33. 10° Da) em alginato de calcio, observando diferencas entre as curvas de

liberaga@o, onde a taxa de difuséo decrescia com o aumento do tamanho da proteina, e
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crescia conforme aumentava o contetdo de acido galacturénico na cadeia polimérica

do alginato.
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Figura 25. Curvas de iiberacdo da profeina das microcapsulas (Umidas), em fungio do tempo, contendo
como recheio proteina (CAS). Matriz: (=) alginato; (x) carragena; {e) goma gelana; (2) pectina; (¥)
mistura binaria — GE/AL; (¢) mistura ternaria - PE/GE/AL. Valores expressos em porcentagem

acumulada.

Apesar das diferencas, foi observada uma alta liberagdo para a solugao de todas as
proteinas estudadas, variando de 0.80 a 1.0 (quantidade de proteina na
capsula/quantidade de proteina na solugio) apds 250 minutos de experimento. Por
outro lado KIERSTAN e BUCKE (1977), observaram que glicose oxidase (PM =1.54.
10° Da) e innulase (PM >10° Da), foram retidas pelas capsulas de alginato, justificando
que ndo somenie a massa molecular, mas a estrutura do composto encapsulado
deveria ser considerada. TOMIDA, NAKAMURA, YOSHITOMI, KIRYU (1993)
encapsularam teofilina em alginato de calcio, observando uma liberacéo de 80% da

droga, apds duas horas em solucdo, entretanto quando a capsula foi produzida de
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forma inversa, sendo a droga adicionada a solugao de fons calcio e gotejada em
solucao de alginato, a liberagéo no mesmo periodo de tempo apresentou uma reducao

para 25% de liberacdo, em relacao ao contetdo inicial.

Pode-se observar (Fig. 25) que as microcapsulas de alginato contendo proteina
apresentaram liberagao de 70% nos primeiros 30 minutos de permanéncia em solucao,
com a liberacado do restante da proteina entre 30 a 240 mimutos. Essas quantidades
liberadas podem estar associadas a interacbes eletrostaticas, predominantes na
associacé@o proteina/alginato (VELLINGS et al., 1995; COPPI et al., 2002). Na condicéo
de pH do experimento (9.3, Tabela 6), tanto proteina como o alginato, estavam
negativamente carregados (pH > pKa) em decorréncia da desprotonagéo dos grupos
carboxilicos, ocorrendo portanto maior repulsao eletrostatica o que pode ter provocado
a liberacéo mais rapidamente através da matriz (GOMBOTZ e WEE, 1998; COPPI| et
al., 2002).

MARTINSEN, SKAJAK-BRAEK, SMIDSROD (1989) observaram que a taxa de
liberagdo de proteinas acidas em esferas de alginato de calcio era inversamente
proporcional ao peso molecular da proteina, onde as proteinas acidas eram menos
provaveis de interagir com o alginato, e desta forma serem liberadas por difuséo através
dos poros da matriz, enquanto proteinas basicas poderiam interagir com a rede da
matriz e assim apresentar uma difusao através dos poros diminuida. Esses autores
observaram que a matriz de alginato apresentava uma variagéo de tamanho de poros
entre 50 a 1500 A, e assim proteinas globulares com raio de giragio de 30 A e carga
liguida negativa nac deveriam ser retidas pela rede, podendo difundir através das
esferas para a solugao. Controle de liberagdo devido a interaces eletrostaticas foi
observado para microcapsulas de alginato contendo BSA em pH 3.5 (COPPI et al.,
2002). GREY e DOWSETT (1988) observaram que a liberagdo de BSA encapsulada
em alginato de calcio (1.5%) foi da ordem de 77%, onde a liberacéo de 73% ocorreu
nas primeiras quatro horas de liberacéo e os 4% restantes liberados entre 4 e 24 h,
observando também liberagbes de até 95%, em funcéo das diferentes concentractes

de alginato utilizadas.
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A porosidade, bem como o tipo de matriz polimérica do alginato, ndo foram
suficientes para evitar que a molécula de caseina ficasse retida na matriz. Uma forma
de melhorar esta retengéo segundo TANAKA et al (1984); MATIRSEN et al. {1987);
GOMBOTZ e WEE, (1998), seria aumentar concentragac da solugdo de alginato,
reduzindo assim o tamanho dos poros nas microcapsulas. Porém, com o aumento da
concentragdo do polimero resuitaria em um aumento da forca do gel produzindo
capsulas mais rigidas, o gque pode nao ser interessante ao proposito do trabalho, pois
as larvas de peixes em sua maioria, possuem um tubo digestivo incompleto ainda em
formagao, neste estagio de vida. Estudos especificos, correlacionando os diagramas de
fase, as concentragcdes poliméricas e a dureza das microcapsulas, bem como sua
porosidade e posterior levantamento dos perfis de liberacdo s&o necessarios a

continuidade do presente estudo.

As capsulas produzidas com a mistura ternaria (pectina/gelanalalginato,
1/3:1/3:1/3) apresentaram a menor porcentagem de liberacdo, seguidas pelas
microcapsulas obtidas da mistura binaria (gelana/alginato, % - ¥2) e pela carragena,
entre os polissacarideos para as capsulas Umidas, retendo 90%, 80% e proximo de
80%, respectivamente apos 240 minutos, em relacéo a proteina originalmente presente
nas capsulas. Menores liberages nos sistemas binarios e ternarios podem ter sido
provocados peia formacdo de uma rede de gel melhor entreiacada, com possivel
diminuicao da quantidade e tamanho dos poros, dificultando assim a liberacdo da
proteina para a solugdo. Um significativo decréscimo na retengcdo de albumina
encapsulada em mistura de alginato-quitosana comparada as encapsuladas em
alginato foram atribuidas por POLK et al. (1994) a uma combinagdo do aumento da
interagao ibnica quitosana-alginato e a um aumento da imMterpenetracao entre os
polimeros na rede que pode ter produzido uma membrana mais grossa e forte, criando

assim uma maior barreira a difuséo da proteina.

Microcapsulas de pectina e gelana apresentaram liberagBes em torno de 35%,
nos primeiros 30 minutos em solugéo. Apos esse intervalo a liberaga@o nao apresentou
mais diferengas significativas (p < 0.05) mantendo-se proxima de 40%, com retengado
ligeiramente maior para as microcapsulas de pectina (Fig.25). Esse sistema apresentou
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o menor valor de pH (5.0, Tabela 6) entre os estudados, entretanto acima do pKa da
pectina (pKa =3.5, WONG et al., 2002) tornado-a desprotonada, com carga negativa e
bastante proxima ao valor do pl da caseina (4.6), indicando uma possive!l reducéo na
solubilidade protéica, o que pode ter influenciado a retencéo da proteina no interior das

microcapsulas.

Para todos tratamentos contendo o polissacarideo e proteina, exceto quando as
misturas binaria e ternaria foram utilizadas, foi observada uma maior inclinacdo nas
curvas de liberagdo até 30 min, indicando a existéncia de um efeito “burst” devido ao
material encapsulado sobre ou préximo & superficie das microcapsuias. Uma segunda
fase & observada nas curvas apresentando um perfil de liberacdo proximo ao “estado
estaciondrio”, excetuando-se as capsulas produzidas com alginato nas quais a
liberagéo foi crescente até a o final do experimento. Efeito “burst” foi observado por LIU
et al (1997) na encapsulagéo de BSA para capsulas produzidas com alginato e também
para capsulas produzidas com alginato e revestidas com quitosana, com propriedades
de liberagao melhoradas em relagdo ao alginato. Por outro lado, COPPI et al. (2002)
utilizaram alginato e quitosana na encapsulacdo de BSA, observando um
comportamento de trés fases na curva de liberacdo, com uma baixa liberacdo na
primeira fase, um efeito "burst” acentuado na segunda e uma terceira fase de liberacéo
constante, atribuindo esses efeitos ao comportamento dos polimeros frente a variacao

de pHs durante o estudo de liberacgéo.

As curvas de liberagdo para as capsulas contendo os polissacarideos e a
proteina apresentaram diferencas significativas entre os diferentes materiais de parede
utilizados (p<0.05). Ao final de 240 minutos, com excecéo entre as capsulas produzidas

com pectina e gelana.

5.12.4 Capsulas umidas contendo proteina e gordura

Embora a gelificacdo idnica seja um método brando para a encapsulacéo de
compostos com atividade bioldgica, e os polissacarideos utilizados apresentem
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caracteristicas n&o tdxicas, capsulas produzidas dessa forma apresentam taxas de
liberacdo bastante altas especialmente para compostos aquossoliveis e de baixa
massa molecular (VILLAMAR e LANGDON, 1993). Varias estratégias tém sido
empregadas para melhorar as caracteristicas de liberacéo, entre elas, a inclusao de
uma mistura de lipideos foi adotada, mostrando-se adequada para a retencdo desses
compostos na produgéo de microcapsulas desenvolvidas para alimentacao de larvas de
especies marinhas (LANGDON et al., 1994): a substituicgo de outro ion pelo calcio na
formagéo do croslinking foi utilizado por GRAY, DOWSETT (1988), onde a matriz
alginato-zinco mostrou-se mais eficiente na liberagéo prolongada de insulina e mais
recentemente, a utilizacdo de polilisina como agente de crosslinking ou a cobertura das
capsulas de alginato por quitosana também produziram perfis de liberacio bastante
melhorados, especialmente para o conjunto alginato-lisina utilizando BSA e interleukin-

2, um agente com propriedades imunoterapéuticas (LIU et al., 1997).

De forma a produzir minimas alteragdes de tamanho, dureza e tentativamente
mesma quantidade e didmetro de poros presentes nas microcapsulas, a mesma relacéo
de agente gelificante e jons calcio para a produgdo de capsulas contendo proteina e
gordura foi mantida, provocando portanto a adicéo de quantidades menores de proteina
nos sistemas contendo gordura. A comparagdo entre os sistemas contendo proteina e
os contendo proteina e gordura nao pode ser feita diretamente, uma vez que a
quantidade de recheio pode determinar diferentes eficiéncias de encapsulacao e
diferentes perfis de liberacdo. LIU et al (1987) observaram que um aumento na
quantidade de BSA encapsulada de 1 a 16% (p/p) provocou mudangas significativas no
tempo de liberacéo de 50% da proteina encapsulada, que variou de 20 a 45 h para os

extremos de concentracio estudadas.

As curvas de liberagdo dos sistemas com a inclusdo da gordura (Fig 26 a)
apresentaram a seguinte ordem decrescente de liberagao: carragena (88%) > alginato
(30%) > sistema binario e ternario (10 a 15%) > gelana e pectina (inferior a 2%), com a
inversdo dos sistemas bindrio e ternario, em relacao a gelana e pectina; a carragena

em relagéo ao alginato, observados no sistema sem gordura (Fig. 25).
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A matriz de carragena apresentou uma alta taxa de liberacdo, crescente ao
longo do tempo até o final do experimento. Este comportamento atipico, com grande
quantidade de proteina liberada em sistema contendo gordura, presume a ocorréncia
de desestabilizagao da emulséo, devido a uma provavel competicao do polimero e da
proteina pela gordura. Segundo GLICKSMAN (1979) uma repulsdo mutua entre os
grupos sulfato resultam na extensio, prolongacdo e posterior desenrolamento na

cadeia da carragena causando hidrofobicidade.

Os perfis de liberagao obtidos (Fig. 25 e Fig 26a) foram semelhantes, o efeito
“burst” ocorre com ou sem a adic&o da gordura. A analise estatistica apontou diferencas
significativas (p<0.05) ao final de 240 minutos, entre os sistemas contendo gordura,
excetuando-se as capsulas produzidas com pectina ou com gelana, estatisticamente

sem diferenca.

Para todos os sistemas com gordura, observou-se que a mesma manteve-se
dentro da capsula durante a permanéncia das capsulas em suspensdo no meio aquoso,
durante os experimentos de liberagao. Este comportamento também observado por
KING (1988) relata que, embora a porosidade dos géis de alginato permita a livre
difusédo de solutos aquosoliveis, materiais lipidicos serdo mantidos dentro da matriz,
mesmo sendo de baixa massa molar, quando a solugdo contendo as capsulas for

aquosa.

5.12.5 Capsulas secas contendo proteina e gordura

A porosidade de um gel pode ser significativamente reduzida pela secagem
parcial das esferas (SMIDSROD, 1973), sugerindo que alguma restricao na difusao,
mesmo para pequenas moleculas possa ocorrer; no entanto, a desidratacdo das
capsulas pode resultar em quebras na superficie e facilitar a eros&o posterior durante o
contato das capsulas com o meio de liberagio. Matrizes de alginato contendo dextrana
azul, apos desidratacao foram submetidas a ensaio de liberacdo observando-se que a
liberagdo da dexirana das amostras desidratadas foi mais rapida, comparada as

amostras Umidas em decorréncia do aparecimento de rachaduras nas capsulas (KIM et
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al., 1992). Adicionalmente, as microcapsulas desidratadas expandem em solucdo
aquosa, sendo a absorcdo de agua e o inchamento das capsulas um importante fator
no controle da taxa de liberagdo do composto encapsulado, uma vez que a
permeabilidade da capsula é afetada pelo aumento no tamanho dos poros, bem como
da superficie de area disponivel para contato com a solucdo que a rodeia (POLK et al.,
1994). A distribuicdo e tamanho dos poros tém fundamental influéncia na difusdo das
moléculas, através da rede de gel nas microcapsulas (VELINGS et al, 1994 apud
MESTDAGH e AXELOS, 1998).

Os perfis de liberacao obtidos (Fig 26b) para as micracapsulas liofilizadas,
contendo proteina e gordura mantiveram-se muito proximos aos obtidos para as
microcapsulas Umidas (Fig. 26a), com mesma ordem de grandeza e significativo
decréscimo (~7%) para as capsulas de alginato secas em relacdo as Umidas, apos 3
horas de liberacdo. Capsulas de gelana ou pectina apresentaram praticamente os
mesmos valores para as capsulas Gmidas e secas quanto a liberacao proteica. Esses
resultados indicam que as cépsulas parecem ter mantido alguma integridade, e possam
ter se reidratado consideravelmente em relacdo ao sistema Umido. Esse efeito foi
observado por POLK et al. (1994), trabalhando com capsulas desidratadas de alginato
e misturas de alginato-quitosana, onde os sistemas reabsorveram agua em grande
quantidade readquirindo 75% de seu didmetro original, apés 2 h de contato, e
posteriormente atingindo 90% do didmetro inicial em 24 horas. Recuperacéo do volume
original das microcapsulas liofilizadas apos reidratacéo foi observada em porcentagem
semelhante por LIU et al. (1997).

A desidratacao acentuada dos géis de polissacarideos produzida por liofilizagao
pode contribuir para a formacdo de matriz porosa, semelhante a uma esponja e
caracteristica de materiais liofilizados. (VEELKEN e PAPE, 1984). A morfologia das
microcapsulas secas por liofilizacéo utilizando MEV (Fig. 18 a 21), parece indicar que
a secagem e a reidratacdo nao causaram um excessivo rompimento das microcapsulas,
0 que determinou um comportamento de liberacdo semelhante ac das cépsulas imidas.
Esse efeito pode ter sido determinado pela presenca das gotas de gordura
entremeadas na matriz polissacaridica das microcapsulas.
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Figura 26 Curvas de liberacio da proteina das microcdpsulas, em fungdo do tempo, contendo como
recheio proteina (CAS) e gordura (GVH).. Matriz: (=) alginato; (¥} carragena; (=) goma gelana; (%)
pectina; (¥) mistura binaria — GE/AL; () mistura ternaria - PE/GE/AL.. a. microcapsulas umidas; b.

liofilizadas. Valores expressos em porcentagem acumulada.
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As curvas de liberagio de proteina observadas nas diferentes microcapsulas
tenderam a apresentar um comportamento, descrito na literatura como cinética de
liberacéo de primeira ordem. TANAKA et al. (1984); THIES (1995); CARDOSO (2000),
observaram que capsulas desenvolvidas para liberagao controlada tendem apresentar
liberaga@o de primeira ordem. No entanto, mais estudos com aplicagdo de modelagens
matematicas, sobre os resultados experimentais obtidos, podem ser feitos para se
ajustar um modelo de liberagdo as curvas experimentais obtidas. Desta forma, o
conhecimento do processo de liberagdo podera permitir o desenvolvimento de sistemas
onde o controle da liberacdo seja o objetivo alvo para o desenho de novas

microcapsulas.

5.13 Morfologia e microestrutura das microcapsulas.

5.13.1 Microcapsulas com recheio de proteina e gordura

5.13.1.1 Microscopia otica

Em geral, as observagdes das microcapsulas com recheio composto de proteina
e gordura foram semeihantes aquelas ja observadas, com recheio de dleoresina de
paprica, com formas esféricas em sua maioria e multinucleadas, exceto as obtidas com
matriz de PE, que antes apresentavam uma forma mais amorfa. As gotas de gordura
tambem apresentam uma distribuigdo de tamanho faciimente observavel na
microscopia otica. Capsulas mais transilcidas foram observadas para as fabricadas
com gelana. As microcapsulas obtidas, com diferentes matrizes podem ser visualizadas

na Figura 27

A diferenca de cor observada nas microcapsulas fabricadas com éleoresina e
aquelas contendo proteina e gordura, entre as diferentes coberturas (matrizes)
utilizadas, tinham sido relacionadas a uma aparente quantidade de recheio. Porém,

quando se determinou a quantidade de proteina dentro da cépsula observou-se que
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nao havia correlagdo com estas diferencas de cor. Pressupbe-se que diferentes
interacOes com as matrizes dos polimeros utilizados, podem estar ocorrendo, alterando
assim a refringéncia do dleo encapsulado, ou ainda que essas matrizes possam ter
opacidade e cor diferenciadas o que resultaria em diferentes cores observadas nas

microcapsulas.

5.13.1.2 Microscopia de varredura laser confocal.

A analise por microscopia confocal permitiv uma melhor visualizagao da
microcapsula, sendo possivel, devido a especificidade dos corantes utilizados, localizar
as esferas de proteinas, polissacarideos e gorduras, espacialmente distribuidas na

microcapsula, em diferentes planos de profundidade.

A Figura 28, apresenta microcapsulas observadas por microscopia confocal
utiizando diferentes arranjos. A série 1a, 2a e 3a representa, respectivamente, a
gordura colorida com Nile red, a proteina colorida com FITC e a sobreposigao das
imagens, todas efetuadas aproximadamente, no meio da espessura da microcapsula. E
possivel observar a distribuicao das gotas de proteina e as de gordura por todo o corte
da microcapsula, que se apresenta esférica. Na série 1b, 2b e 3¢, a gordura continua
corada com Nile red e o FITC foi usado para colorir a solucéo polimérica de alginato e a
posterior superposicdo das duas imagens. Detalhes da distribuicdo da gordura e do
contorno esférico da matriz polimérica podem ser observados. Todos os constituintes
foram coloridos, anteriormente a formagéo das microcapsulas. A observacao das
microcapsulas revelou que a matriz se apresenta multinucleada, conforme também
observado na microscopia 6tica. Uma vez, que a reagéo com o FITC nao foi inibida, o
excesso do corante pode ter reagido posteriormente. Neste caso, algumas alternativas
de inativacao e lavagem para a retirada do excesso do reagente livre foram adotadas
por outros autores (LAMPRECHT et al., 2000). A possibilidade de alterar as
caracteristicas fisico-quimicas do polissacarideo, e a possibilidade de desnaturacéo da

proteina, levaram a ndo adocao desses procedimentos neste trabalho.
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Figuras 27. Morfologia de superficie de sistemas poliméricos contendo CAS+GVH obtidos por
microscopia otica em aumento de 20X. a. AL; b. PE; c. CA; d.GE; e. GE-AL; f. PE-GE-AL.
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Ainda utilizando a captacdo de imagens no confocal, agora no modo DIC
(Contraste Interferencial Diferencial de Fase), a capsula contendo GVH ligada ao Nile
red e a proteina associada ao FITC, foi efetuada. A Figura 29, representa a mesma
capsula observada na Figura 28.3b, porém agora sem fluorescéncia, somente através
de microscopia ética no aparelho confocal, permitindo visualizar a distribuicdo das gotas
de gordura em todos os planos de profundidade da microesfera, o que foi possivel
devido a capsula se apresentar translicida. A distribuicdo do polimero para formagéao
da rede polimérica também pode ser observada. Uma comparacgao do tamanho, tanto
das gotas de gordura como as de proteina, também pode ser feita com auxilio dos
corantes da proteina (FITC) e da gordura (Nilo red), e comparadas as imagens obtidas

na microcoscopia otica (Fig. 27) e eletronica de varredura (Fig. 18 a 21).

5.13.1.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV) das microcapsulas secas

por liofilizagao.

A avaliagdo da microestrutura das microcapsulas foi importante, pois segundo
ROSENBERG et al. (1990), a estrutura pode estar relacionada com a capacidade de
protecdo apresentada por diferentes biopolimeros. Os autores sugerem que as
indicagbes desta capacidade s&o fornecidas pelo grau de integridade e porosidade das

microcapsulas.

As morfologias apresentadas, bem como os comentarios foram relatados no
item 1.1 (Secagem por liofilizagdo). As depressbes ou rugosidades observadas na
superficie das microcapsulas (Fig. 18 a 21) semelhante ao observado na secagem por
atomizacao, parecem decorrentes da saida de agua da microcapsula, durante a

sublimacgao no processo de liofilizagao .
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5.14 Distribuicdo dos tamanhos de particulas

As microcapsulas apresentaram tamanhos compativeis aos organismos
aquaticos, como o rotifero B.plicatilis (99 a 281um) e nauplios de Artemia sp (350 a
530um), comumente utilizados como alimentacao das larvas de peixe. A andlise por
laser scattering, apresentou uma faixa maxima de tamanho entre 2 a 870um. A
semelhanca com os resultados obtidos por microscopia ética de microcapsulas com
bleoresina de paprica (12 a 775um) sugere que a observagéo por microscopia 6tica
seja suficiente, sendo uma andlise de grande importancia, para permitir uma
comparagao direta entre os resultados, além de fornecer informacées adicionais sobre

as microcapsulas tais como forma, localizagao e distribuiciao aparente do recheio.

A distribuicao de tamanho para as diferentes microcapsulas (Fig. 3) apresentou-se
unimodal, independente do material com excegéo a carragena, com um tamanho médio
de 199.2; 223,3.; 194,3; 5,9; 227,1 e 190,0 um para microcapsulas de alginato, pectina,
gelana, carragena, mistura binaria e ternaria, respectivamente, contendo proteina. Para
as microcapsulas contendo proteina e gordura, seguindo a ordem apresentada, a
distribuicdo de tamanho foi de 78,5; 497,0; 134,3; 5,17, 110,81 e 1815 um,

respectivamente.

A determinagéo da distribuicdo do tamanho de particulas por laser scattering,
apresentou certa discrepancia nas amostras analisadas. Esses desvios podem estar
associados a interferéncias na determinagdo do tamanho de particulas, devido a
distribuicdo de massa molecular relativamente alta dos polissacarideos estudados
apresentando polidispersdo, comum em muitos polimeros. A maior discrepancia se
encontra nas microcapsulas com matriz de carragena, apresentando tamanhos bem
inferiores aos demais tratamentos, o que nao foi observado na determinacdo de

tamanho por microscopia 6tica.
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Figura 28. Microscopia Confocal: Sistema Alginato-FITC ou Caseina-FITC (fluorescéncia
observada-cor verde) e Gordura Hidrogenada-Nile Red (fluorescéncia observada-cor vermelha): 1a.
e 1b. Gordura Hidrogenada-Nile Red 2a. Caseina-FITC; 2b. Alginato-FITC, 3a. Sobreposi¢co
Caseina-FITC e Gordura Hidrogenada-Nile Red; 3b Sobreposigéo alginato-FITC e Gordura
Hidrogenada-Nile Red.




Figura 29. Morfologia de superficie de microcapsulas de AL com recheio de CAS+GVH obtido por
microscopia confocal DIC (20X).
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Figura 30 Distribuigdo de tamanho de microcapsulas: 1a. alginato com recheio de proteina; 1b. alginato
com recheio de proteina e gordura; 2a. goma gelana com recheic de proteina; 2b. goma gelana com

recheio de proteina e gordura.
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Figura 32. Distribuigo de tamanho de microcapsulas: 1a. Gelana-alginato com recheio de proteina; 1b.
Gelana-alginato com recheio de proteina e gordura; 2a. Pectina-gelana-alginato com recheic de proteina;

2b. Pectina-gelana-alginato com recheio de proteina e gordura.
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5.15 Digestibilidade “in vitro ”

A medida da digestibilidade em larvas de peixes & necessaria para se produzir
uma dieta artificial que potencialmente possa substituir o alimento vivo. A sua
determinagéo & uma das principais etapas para avaliagdo da biodisponibilidade dos
nutrientes, para uma dada espécie. Este tipo de analise vem sendo executada
rotineiramente em um grande nimero de centros de pesquisa no mundo todo voltados
a larvicultura e a criagdo de peixes (BRUNSON, 1997; LAZO et al.,1998:
BASSOMPIERRE et al., ALARCON et al., 1999; MOYANO & SAVOIE, 2001: ABDUL-
HAMID et al., 2002; SRIVASTAVA et al.,2002).

A digestibilidade in vitro tem sido uma ferramenta muito importante para o
desenvolvimento de dietas artificiais, visto a dificuldade de acompanhar em
experimentos /n vivo, a digestibilidade protéica dos alimentos destinados as larvas, cujo

tamanho € muito pegueno e o manuseio dificil.

Com o intuito de avaliar o acesso de enzimas digestivas a proteina
microencapsulada pelos polissacarideos, ensaios de digestibilidade in vitro foram
conduzidos por duas metodologias. Os resultados apresentados se encontram na
Tabela 10.

Tabela 10, Valores de digestibilidade in vitro estimada pela medida de protedlise e por queda de pH.

Amostra Medida proteolitica (%) Queda de pH (%)
extrato larval (1) extrato farval (2) Tripsina tripsina
AL 65,86x0,18° 42,8+0,08° 42,59+0,01° 77,53+0,01°
CA 59,5110,04° 28,45+0,02° 43,79+0,02° 76,26+0,01°
GE 46,59+0,09% 46,95:+0,05° 48 34:0,01° 69,52:+0,01°
PE 39,77+0,04° 33,2320,02° 49,81+0,03° 76,67+0,02°

Médias com as mesmas letras n&o diferem signficativamente entre si (p>0,05). Letras mintsculas
apresentam diferencas entre amostras. A simbologia (1) significa que o extrato foi conservado em freezer

e (2} conservado em nitrogénic liquido.
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As microcapsulas apresentaram diferentes valores de digestibilidade in vitro para
os metodos de protedlise estudados. No primeiro ensaio usando a metodologia
adaptada de AKESON & STAHMANN (1964), que teve 24 horas de incubacdo das
microcapsulas com extrato larval de tilapia (1) conservados em freezer, observou-se
diferentes digestibilidades da proteina encapsulada em matrizes de AL e CA, em
relacao as matrizes GE e PE. Ensaios para verificacao de diferencas na digestibilidade
da proteina livre em diferentes tempos (8, 18 e 24 horas de incubacgao) foram realizados

e nao apresentaram diferencas significativas {(p>0,05) entre si.

Um segundo experimento conduzido com extratc de novas larvas (2),
conservados em nitrogénio liquido, seguindo a mesma metodologia utilizada no
primeiro experimento, porem com tempo de digestéo reduzido para 8 horas apresentou
diferencas de digestibilidade, para as microcapsulas produzidas com AL e CA,

comparadas ao ensaio com digestao de 24 horas.

A influéncia de possiveis fatores como a diferenca de idade das larvas, entre o
extrato larval (1) do primeiro ensaio e o extrato larval (2) do segundo ensaio, ou ainda o
modo usado de conservacédo dos extratos (em freezer e nitrogénio liquido) podem ter
causado alteragOes no nivel de atividade enzimatica e provocado os diferentes valores
de digestibilidade obtidos.

A substituicdo do extrato enzimatico pela enzima tripsina, ainda foi feita para
verificar a capacidade de acesso da a proteina encapsulada. Os resultados mostraram-
se proximos, ndo sendo entretanto, observadas diferengas significativas (p<0,05) entre

as amosiras.

Os valores de digestibilidade in vitro observados podem estar associados a
dissolucdo e ou a hidratacdo das microcapsulas, facilitando o acesso das enzimas
proteoliticas & proteina. O acesso das enzimas a proteina microencapsulada pode ter
ocorrido pelos poros ou fissuras da capsula, hidrolisando as macromoléculas de
caseina em cadeias menores de peptidecs, capazes de atravessar e difundir-se

livremente atraves da matriz e poros da microcapsula. Este ataque enzimatico

125



RESULTADOS E DISCUSSAO

observado pode estar relacionado as enzimas semelhantes a tripsina, ja funcionais nas
larvas da maioria das espécies de peixes (PERSON-LE RUYET, 1993; HERNANDEZ,

2003), ou ainda de enzimas nao especificas encontradas no corpo larval.

Muitos autores como ALARCON, MOYANO, DiAZ, FERNANDEZ-DIAZ &
YUFERA (1999), GARCIA-ORTEGA et al. e YUFERA (2000) realizaram estudos de
digestibilidade in vitro utilizando larvas interias para obtencio do extrato como fonte de
enzimas digestivas. Eles observaram que o uso da larva inteira pode apresentar
desvantagens, pois enzimas proteoliticas do intestino podem interagir com outras
enzimas encontradas nos tecidos e musculos e os resultados podem ser menos

representativos da digestao intestinal,

O outro método utilizado, onde a digestibilidade foi determinada pela queda de
pH, vem sendo utilizado na aquicultura (DIMES e HAARD, 1994: EZQUERRA et al.,
1997;) devido a rapidez na estimativa da taxa de hidrolise da proteina e a boa
correlagdo com resultados in vivo (r*=0,90). Este método apresentou altos valores de
digestibilidade para caseina encapsulada, nao apresentando diferengas significativas
(p<0,05) entre as amostras de AL, CA e PE. Esses valores de digestibilidade da
caseina podem estar ainda subestimados, como pode ter acontecido com os resultados
encontrades, anteriormente, por DIMES e HAARD (1994), gue compararam estes
valores com 0s resultados obtidos in vivo. Ensaios para verificar a reprodutibilidade do
método também foram feitos com isclado protéico de soja (94,7% de proteina) e os

resultados obtidos foram similares aos encontrados por LAZO et al.(1998).

Estudos posteriores mais detalhados como otimizar as condi¢cdes de atividade
enzimatica (tempo de incubagido, pH, relacdo substrato/enzima), determinar os
inibidores enzimaticos e qualificar as possiveis enzimas presentes no extrato sao
necessarios. O uso de enzimas especificas extraidas do pancreas e estdmago do peixe
a ser estudado, também constituem um meio de melhorar a estimativa da

digestibilidade, e assim obter boas correlagdes com resultados in  vivo.
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6. CONCLUSOES GERAIS

Entre os sistemas estudados, goma gelana formou gel sem a adi¢cio de
ions calcio nas concentra¢bes estudadas, fato também observado para algumas
concentragctes de carragena. Todas as microcapsulas estudadas mostraram-se
bastante insolGveis apds a geleificacgo. Aumento da concentracdo polimérica ou
da concentracao idnica provocou aumento na densidade das capsulas, observavel
pelo tempo de sedimentacdo, com maior efeito quando se aumentou a
concentragac idnica. Microcapsulas obtidas de misturas apresentaram o efeito

preponderante de um dos componentes polissacaridicos.

O aparato de pulverizacdc desenvolvido permite a confecgdo de
microcapsulas de tamanhos variados de acordo com a finalidade de utilizacdo.
Quando bomba peristaltica foi utilizada, o tamanho variou de 1,5 a 2 mm medidos
por estereoscopio. Em relagdo ao uso do capilar aspersor com alta pressao
obteve-se uma distribuicdo de tamanho, utilizando dleoresina de paprica como
recheio, variando de 12 a 775 um (microscopia 6tica), com pelo menos 50% das
capsulas entre 100 a 300 um, enquanto que as com recheio composto de caseina

e gordura apresentaram variacéo entre 8 a 870 um (/aser scattering).

Com a incorporagao de um recheio apolar as microcapsulas produzidas por
geleificacdo iénica mostraram-se bem sucedidas na protecdo da iiberacao do
recheio devido a diferencas de polaridade. A introdugao de proteina aquossolivel
tambem foi possivel, porém requer a introducdo de composto apolar (gordura) a
formulacdo do recheio. A eficiéncia de encapsulacdo apresentou resultados
satisfatorios com valores acima de 70% de encapsulacdo em relacédo a proteina

adicionada no sistema.

Os diferentes polissacarideos, embora produzindo microcapsulas pelo
mesmo processo, apresentaram diferentes curvas de liberacdo da proteina
testada. Comparacbes entre os tratamentos que ndo continham gordura,

mostraram maior liberacdo para matriz de AL (100%) e 2 menor liberagéo para
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matriz obtida da mistura ternaria PE-GE-AL (10%). Os outros tratamentos
envolvendo as matrizes de PE, GE, CA e GE-AL apresentaram perfis de liberacao
intermediarios (20 a 40%) entre os maximos e minimos observados. Os
tratamentos com recheio composto de proteina e gordura, mostraram gue a matriz
de CA apresentou maior liberagao (88%) e as matrizes de PE & GE apresentaram
menor liberagao proteica (<2%). Os tratamentos com as matrizes GE-AL e PE-
GE-AL também apresentaram baixa taxa de liberagdo (15%). Os perfis de
liberag@o observadas através das curvas de liberacdo mostraram um efeito “burst”

inicial, onde maior inclinagdo das curvas foi observada.

A secagem por liofilizagéo das microcapsulas contendo gordura-proteina foi
eficiente mantendo a estrutura sélida sem excessivos rompimentos na matriz, o
que determinou um comportamento de liberagao da proteina, semelhante ao das
capsulas umidas. Esse efeito pode ter sido determinado pela presenca das gotas

de gordura entremeadas na matriz polissacaridica das microcapsulas.

Os sistemas (AL, CA, PE e GE), compostos de caseina e gordura
produziram microcapsulas com densidade préxima a da agua o que acarretou uma
dispersao das capsulas por toda a coluna de agua por um tempo superior a quatro
horas, apresentando assim caracteristicas de flutuabilidade adequadas aos
requerimentos das larvas de peixe.

A observagao da morfologia das microcapsulas através de microscopia de
varredura laser confocal permitiu identificar a localizac&o da gordura, da proteina e
do polimero, permitindo o acesso a informagdes importantes para modular a

liberacdo através das microcapsulas.

Embora existam diferencas nos valores de digestibilidade entre os
diferentes métodos utilizados foi possivel confirmar que a proteina encapsulada
com polissacarideos e gelificagdo idnica foi digerida em niveis consideraveis,

mostrando potencialidade para os testes in vivo.
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7. SUGESTOES PARA CONTINUIDADE DO TRABALHO

Considerando que esse projeto de tese faz parte de um projeto mais amplo,
direcionado ao desenvolvimento de dietas microencapsuladas para alimentacéo
de peixes em seus diversos estagios de crescimento, a continuidade do trabalho
com o sistema microencapsulado produzido por gelificagao idnica prevé novos

trabalhos nos seguintes topicos:

1. Aprofundar a caracterizagao fisico-quimica dos polissacarideos fornecendo
maior sensibilidade aos diagramas de fase (R x concentragao, R = COO-
/Ca”). Correlacionar a superficie gel do diagrama de fases com
caracteristicas de dureza instrumental, com a medida de liberacdo do

recheio e a porosidade da microcéapsula.

2. Aléem de proteinas de diferentes caracteristicas moleculares ou com
atividades fisiologicas especificas, introduzir outros compostos marcadores
como peptideos, vitaminas, aminoacidos e micronutrientes, associando-os

as caracteristicas de porosidade de cada sistema.

3. Desenvolver um planejamento experimental para estudar em profundidade
diferentes formas de secagem e posterior caracterizacéo das microcapsulas
secas, incluindo perfil de liberagéo, estabilidade na amazanagem e

capacidade de reidratacdo das mesmas.

4. Intensificar os teste in vivo com novas formulacbes de recheio e

correlacionar com testes in vifro.

5. Produzir recheios modificados quimicamente, associados a marcadores
fluorescentes ou radioativos e acompanhar as curvas de liberacao e a

ingestao in vivo, através dos compostos marcados .
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ANEXO 1

VISCOSIDADE INTRINSECA E MASSAS MOLECULARES DO ALGINATO, DA
PECTINA E DA GOMA GELANA.
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ALGINATO - MASSA MOLECULAR

U SERE A SRR DSSHER L vl
conc. visc.red. vise.iner. COonc. visc.red. | visc.iner.
0,0020 5,47 544 0,002C 4,40 4 38
0,0039 6,15 6.07 38,0079 6,09 594
0,007¢9 6,40 6,24 8,0158 6,54 6,22
0,0158 5,56 5,24 0,0318 6,93 8.27
0,0318 7.06 637 0,0631 7,62 622
0,0631 7.83 6,36
Viscosidade intrinseca - Alginato (NaCl 0,11} - Série A
10,00 -
Y = 32,437x + 5,9051
%8,00-: e — — S
3 600 .-l-‘———‘=‘—"'"' — .~ - ‘
7 ' =
8 400 | y=18,9282x+ 593
w .
> 200!
0.00 - S -
0,0000 0,06100 €.0200 £,0300 0,0400 0,0500 0,0600 0,0700
Concentracioc (g/1M100mi)
¢ visc.red. M visc.ner. Linear (visc.iner) = =—Linear {visc.red.)
Viscosidade Intrinseca - Alginato (NaCl 0,1M) - Série B
10,00 -
5 00 | y = 4%, 608x + 53154
a : 7 — i Vo— - "%
B go0! . A — —§ -
] = 18,976x + 53522
S 400 W Y
> 200 -
0,00 - — = .
0,0000 0.0100 0,0200 0,0300 0,0400 0,050C 0,0800 0,0700
Concentragio (g/100ml)
Linear (visc.iner,} = —Linear (visc.red.)

& visc.red. M visc.iner.

— [n] (100mlig) Para o alginato a massa molecuiar pode ser
Série A 581 _ 5 s
594 5.92 calculada pela formula: [n] = 2x10™ X Mw "
Série B 5,32 Mw = 286,05 kDa para Sérig A
535 5,33 266,69 kDa para Série B
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VISCOSIDADE INTRISECA - ALGINATO EM SOL. NaCl 0,1M

Tempos de escoamento e densadade d s soiu@oes

seg | dec.seg|tempo (seg}
1 32 28 92,29
1 32 18 92,18
1 32 18 92,18
1 32 23 92.23
1 32 22 $2,22
1

82,22

" bigram

it vaz

54,6551
54,6568
54,6528
54 8557

54,6534

21,8580
21,9580
21.9580
21,8580
21,958

326971

32,6988
32,6948
32,6977
32,6854

324837

32,4837
32,4837
32,4837
32,4837

1.0066

1.0066
1,0085
1.0066

1,0065

A 1assa o volume | densidade]
dec.seg | tempo (seg) 54 6495 21,8580 232, 691 5 32 4837  1,0064
47 75 47 546528 21,9580 326948 324837  1,0085
53 75,53 548501 21,9580 326921 32,4837 1.,0084
34 75,34 54,6511 21,9580 32,6931 324837 1.0064
44 75,44 546524 21,9580 326944 324837 1, 0{365
54 75,54 9
47 75,47

pieram . picwvazio  amestra . volugie densidade
dec.seg | tempo (seg) | 54,6478 21,9580 32 6898 32,4837  1,0083
3 68,03 1 54,6484 21,9580 32,6904 32,4837 1,0064
15 68,15 54,6488 21,9580 32,6908 324837 1,0064
15 68,15 54,6493 21,9580 32,6913 32,4837 1,0064
15 68,15 54 6484 219580 32, 6904 32,4837 11,0064
12 68,12 0B

1 4 73 54,73
1 4 81 64,81
1 4 84 64,84
1 4 88 64,88
1 4 81 64,81
1 5 0 685,00

54,6496
54,6488
54,6487
54,6469
54,6477

"21.9580

21,9580
21,9580
21,9580
21,8580

32, 8916
32,6908
32,6907
32,6889

32,4837
32,4837
32,4837
32,4837

pickam

19
21
28
25
23
25

54,6435
54,6429
54,6442
54,6423
54,6438

ST 5580

21,9580
21,9580
21,9580
21,9580

32'6855

32,6849
32,6852
32,6843

354837

32,4837
32,4837
32,4837
32,4837
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min e dec.seg { tempo (seq) 54,6426 21,9580 32 6846 32,4837 .
1 2 50 62,50 546421 21,9580 326841 324837 1.0062
1 2 35 62,35 54,644 21,6580 326860 32,4837 10082
1 2 47 62,47 54,6422 219580 32,6842 324837 1,0082
1 2 29 62,29 54 6428 32,6848 32 4837  1.0082
1 2 43 62,43 e e
1 2 28 62,39

SOLUCAD SALINA(NE SN 3OSt ol

min | seg | dec.seg |tempo (seg) | 54 6451 21 9580 32,6871 32 4837‘ 1,0063
1 1 51 61,51 54,6434 219580 32,6854 324837 1,0062
1 1 57 61,57 54,6428 21,9580 326848 32,4837 1,0082
1 1 87 61,67 54,6438 2109580 32,6858 32,4837 10062
1 1 47 61,47 54,6429 21,8580 326849 324837  1,0082
1 1 60 61,60 2BBE6: ;
1 1 58

min e g 54,5085 21,8580 325505 324855
1 1 17 61,17 54,5073 21,9580 325493 00,9980 32,4843
1 1 32 61,32 54,5061 21,9580 325481 0,9980 32,4831
1 1 29 61,29 54,506 21,9580 32,5480 0,9980 324830
1 1 19 61,19 54,5056 21,9580 325476 0,9980 324826
1 1 19 61,18 s AT
1 1 17 61,17

[VISCOSIDADE INTRISECA - ALGENATO EM SOL. NaCl 0,1M

Tempos de escoamenio e densidade d

min tempo (seg) | 54 6538 21,9580 , 32,4837
1 3 7 91.37 54,6551 21,9580 326971 32,4837
1 31 50 91,50 546535 21,9580 3268955 32,4837
1 31 54 91,54 546557 21,9580 326977 324837
1 31 29 91,29 54,6546 2198580 326966 324837
1 31 40 9140 5
1 91,36

min tempo (seq) 54,6511 21,8580 326931 324837
1 15 22 75,22 54,6518 21,9580 32,6939 32,4837  1,0085
1 15 14 75,14 54,6529 21,9580 326948 32,4837 1.0065
1 15 21 75,21 54,6501 21,8580 326921 32,4837 10064
1 15 30 75,30 54,6500 219580 32 6920 32,4837  1,0064
1 15 24 7524 '

1 15 22 75,22
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SOLL stra: s 1sidade
min | seg |dec.seg [tempo (seg) 54,6497 21,9580 32,6917 32,4837  1.0064
1 8 13 68,13 54,6499 219580 326919 32,4837 10064
1 8 2 68,02 54,6498 219580 326918 32,4837 1.0064
1 8 13 68,13 54,6502 21,9580 32,6922 324837 1.0064
1 8 8 68,08 546476 21,9580 32.6896 1,0063
] o 1 6516 —
1 8 5 68,05
SOLUCA ic+a vz mostia volume densidade
min | seg [dec.seg [tempo (seq) 54,6449 21,9580 32,6869 324837  1.0063
1 4 65 64,65 54,6446 21,9580 32,6866 32,4837  1.0062
1 4 72 64,72 54,6424 21,9580 326844 32,4837  1.0062
1 4 79 64,79 54,6445 219580 32,6865 32,4837  1.0082
1 4 69 64,69 54,6459 219580 32,6879 32.4837
1 4 60 64 60 326865
1 4 64,75

tempo (seg) |

74
88
90
73
87

53,74
63,88
63,80
63,73
63,87

Mo ur de
54,6419 219580 32,6838 32,4837 1.0082
54,6420 219580 32,6849 324837 10062
54,6442 21,9580 326862 32,4837  1,0062
54,6435 21,9580 326855 32,4837  1.0062
54,6435 32,6855 32,4837  1,0062

21,9580

dec.seg

31
39
35
19
15
25

546423
54,6442
54,6406
54,6455
54,6439

21,9580
21,8580
21,9580
21,9580
21,8580

32,6843
32,6862
32.6826
32,6875
32,6859

32,4837
32,4837
32,4837
32,4837

32,4837  1.0062

85

tempo (seg)

86
85
84
96
87

61,86
61,95
€1.84
61,86
61,87

L

54,6451
54,6434
54,6428
54,6438
54,6429

219580

21,9580
21,9580
21,9580
21,9580

‘amostra;
32,6871

32,6854
32,6848
32,6858

32,4837
32,4837
32,4837
32,4837
32,4837

62,00

32,6849
5
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tempo (seg) | 54,5085 . 32,4855
61,84 54,5073 21,9580 32,5483 0,9980 324843
81 61,81 54,5061 21,9580 32,5481 09980 324831
73 61,73 54,506 21,9580 325480 0,9980 32,4830
88 61.88 54,5056 21,9580 325475 32,4826
68 6168 g
39 61,89

* densidade obtida da tab.de propriedades termodinamicas da agua saturada a 220C (Incropera, 1992)
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9G1

ALGINATO

Calculo da viscosidade reduzida e inerente para determinagio da viscosidad: intrinseca

i 1 rel 1 Sp n red n iner
Esc. (seg)ldens (g/ml ul salina H20 salina
61,51 0,9980 | 0,9208 L Lo
SALINA 61,74 1,0062 | 0,9318
0,0020;1 62,41 1,0062 | 0,9419
0,0039| 6324 1,0082 | 0,9544
0,007¢] 6485 1,0064 | 0,9789
0.0158] 68,11 1,0084 | 1.0282
0,0316] 7547 1,0064 | 1,1393
0,0631] 92,22 1,0066 | 1,3924 7,89 7,83 6,40 6,36
Serie B 7 rel 1 Sp 7 red N iner
conc.  |Esc. (seq)ldens (g/ml n H20 salina H20 salina H20 salina H20 salina
AGUA 61,51 0,9980 | 0,8208 G : e
SALINA 61,74 1,0082 | 0,9318 o S
(,0020; 6228 1.0082 | 0,9309 10,51 4,40 10,40 4,38
0,0039| 63,85 10062 | 0,9638 1,05 1,0342 0,05 0,0342 11,82 8,68 11,55 8,54
0.0079| 64,70 1,0062 | 0,9766 1,06 1,0480 0,086 0,0480 7.67 6,08 7,45 594
0,0158] 68,10 1,0064 | 1,6280 1,12 1,1031 0,12 0,1031 7.37 6,54 5,98 8,22
0,0316] 7522 1,0084 | 1,1356 1,23 1,2187 0,23 0,2187 7,39 6,93 6,64 6,27
0,0631] 91,41 1.0066 | 1,3801 1,50 1,4811 0,50 0,4811 7,90 7,62 6,41 6,22




A"

ALGINATO

Concentragio das Solugdes

Massa de Alginato 0,5008
Massa da Solugdo 100,04
Densidade da sol. 1,0085
Volume da solugéo 99,20

Concentragéo da solugio inicial

Massa de Alginato 0,5009
Massa da Solucéo 106,07
Pensidade da sol. 1,0085
Volume da solugéo 99,22

Concentracéo da solugao inicial

densidade

g/mi

H,0 22°C  0,998004

g/100m! sol 0,5048 g/100mil sol 0,5048

T TToHObg sl _ ~.9/1009 sol

sol 8 0,00197 sol 8 0,00197

sol 7 0,00394 sol 7 0,00394

s0l 6 0,00789 sol 6 0,00789

sol 5 0,01578 sol 5 0,01578

s0l 4 0,03155 50! 4 0,03155

sof 3 0,06310 sof 3 0,06310

sol 2 0,12620 sol 2 0,12621

sol 1 0,25241 sol 1 0,25242

Densidade das solugdes iniciais

Série A Série B

_pictam  picvazio' . ‘massa. volume  densidade L pictam picvazio © ‘massa  volume densidade
54,7154 21,9580 32,7574 32 4837 1,0084 547181 21,9580 32,7601 32,4837 1,0085
54,7162 21,9580 32,7582 32,4837 1,0084 54,7198 21,9580 32,7618 32,4837 1,0086
54,7185 21,9580 32,7605 32,4837 1,0085 54,7184 21,9580 32,7604 32,4837 1,0085
54,7163 21,9580 32,7583 32,4837 1,0085 54,7196 21,8580 32,7618 32 4837 1,0086
54,7154 219580 32,7574 324837 1,0084 54,7188 21,9580 32,7608 32,4837 1,0085

hE _ordpad 000070 000000




GOMA GELLANA - MASSA MOLECULAR

conc. visc.red. VisC. iner. Ccone. visc.red. | visc.iner.
0,00198 4,53 4 .51 0,060168 10,89 10,78
0,00393 8,79 8,64 (0,00393 13,26 12,82
0,00786 13,20 12,56 0.00785 13,04 12,42
0,01572 14 41 12,89 0,01570 13,93 12,60
0,03143 16,36 13,20 0,03140 15,76 12,80

Viscosidade intrinseca - Goma Gelana {TMAOH 0,025M) - Série A

20,00 - ¥ =331,1x + 7,4245
: —
o 1500 1 $ ___’____..._._.--— ¢
E . e - y = 223,69x + 7,6548 "
g 10,00 " ._—”__g__:"" crum— . .
o
&
> 500 4 ]
0,00 - : :
0,00000 0,00500 001000 0.01500 0.02000 0,62500 0,03000 0,83500
Concentracao {g/1100mi)
& viscred. W visc.iner. Linear (visc.iner) === —Linear (visc.red.)
Viscosidade Intrinseca - Goma Gelana {TMAOH 0,025M) - Série B
18,00 - y = 131,82x + 11,771
16,00 - e e — —
14,00 - — —-‘ ———
S 1000, W y = 35,866x + 11,865
L]
o 800 -
[5]
2 600 -
= 400 -
2,00 -
0,00 - : _ —
0.00000 £,00500 0,01000 0.01500 0,02000 0,02500 0.C3000 G,03500
Concentragio {g/100ml)
& viscred W visc.iner. Linear (visc.iner) == ==Llinear (visc.red.)
In] {100ml/g) Para goma gelana a massa molecular pode ser
Série A 7.42 calculada pela formula: [n] = 7,48x10° Mw 291
7.65 7.54
Seérie B 1,77 Mw = 198,75 kDa para Série A
11,87 11,82 327,33 kDa para Série B




[VISCOSIDADE INTRISECA - GOMA GELANA EM SOL. TMAOH 0,25M

Tempos de escoamento e densidade das soiugdes

Va; 3554

9580 32,5673 324880 1,0024

pic
21,

min | seg | dec.seg |tempo (seg)}

1 34 37 94 37 54,5268 21,9580 32,5688 32,4830 1,0025
1 34 38 94.38 54,5284 21,9580 32,5704 32,4880  1,0025
1 34 24 94,24 24,5264 21,9580 32,5684 324880  1.0025
1 34 29 94,29 54,5283 32,4880

’ 34 97 64,37 e

1

21,0580 32,56 32.4880  1.0024

54,5248

1 16 57 76,57 54,5251 21,9580 32,5671 32,4880 1,0024
1 16 34 76,34 54,5257 21,9580 32,5677 32,4880 1,002
1 16 40 76,40 54,5254 219580 32,5674 324880 11,0024
1 16 35 76,35 54,5245 219580 325665 324830 1,0024
] 16 s 7647 e A e
1 18 38 76,38

025

576

tempo (seg) 545256 21,9580 32._5. 32,4880

77 88,77 54,5231 21,9580 32,5651 32,4880 1,0024
79 68,79 54,5231 21,9580 32,5651 32,4880  1,0024
76 68,76 54,5234 21,9580 32,5654 32,4880 11,0024
86 68,86 94,5242 21,9580 32,5662 324880 1,0024
75 68,75

72 68,72

_volume: densidade
32,4880  1,0023

tempo (seg) | 54,5222 21,9580 32,5642

84,39 54,5217 21,9580 32,5637 32,4880  1.0023
54 64,54 54,5228 21,9580 32,5648 324880  1.0024
53 64,53 54,5219 21,9580 32,5639 32.4880  1,0023
57 64,57 54,5227 21,9580 32,5647 32,4880 10024
41 64,41 3

64,37

tempo (seqg) 54,5205 21,9580 32,4880 :
83 62,83 54,5201 21,9580 32,4880
82 62,82 54,5203 21,9580 32,4880
88 62,88 54,5184 21,8580 32,5604 32,4880
86 62,86 54,5183 21,9580 32,4880
90 62,90
g7 82,97
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[EOLUCAD )

TMAOH (NaCl 00251

Diexar

min | seg ] dec.seqg jtempo (seq)
1 2 39 82,39
1 2 33 62,33
1 2 35 62,35
1 2 23 62,23
1 2 31 62,31
2 34 82,34

54,5105
54,5182
54,5174
54 5165
54,5178

21 9580
21,9580
21,9580
21,9580
9580

21

32 563 5
32,5602
32,5594
32,5585

32,5598

32 4880
32,4880
32,4880
32,4880

32,4880

1,0023
1.0022
1,0022
1,0022

fempo (seg)

[ NS N EL. NS R .

38
28
38
22
36

31

62,38
62,28
62,38
62,22
62,36
62,31

54,5118
54,5105
54 5118
54,5009
54,5107

21,9580
21,8580

21,9580

21,9580

21,9580

32,5525
32,5538
32,5519

355538

0 9980
0,89080
0,9880
0,88380
0,9980

32,4888
32,4875
32,4888
32,4869
32,4877

32,5527

|VISCOSIDADE INTRISECA - GOMA GELANA EM SOL. TMAOH 0,25M

Tempos de escoamento e densidade das solucdes

32, 5725

g g tempo (seg}} 21 9580 32 4880 .
1 31 98 81,96 ‘ 54 531 21,9580 32,5730 324880 1,0026
1 31 89 91,89 54,5305 21,9580 32,5725 32,4880 11,0028
1 31 93 91,93 54,5309 21,9580 32,5729 32,4880
1 31 79 91,79 54,5304 21,9580 32,5724 32,4880
1 81,90
1
SOLUGAD2 o 0 o T oickam picvazin amosha. | volme  Aeneaads
min g 54,5285 21,9580 32,5705 32,4880 .
1 14 81 74,81 54,5297 21,9580 32,5717 32,4880  1,0026
1 14 97 74,97 54,5274 21,9580 32,5694 32,4880 1,0025
1 14 96 74,96 54,5267 21,9580 32,5687 32,4880 1,0025
1 14 84 74,84 32,5721 32 4880
1 :
1

81
83
74
75

81

83

54, 525‘!
54 5248
54,5230
54,5225
54,5228

51,9580

21,9580
21,9580
21,8580
21,9580

32 5671

32,5648

32,5666
32,5650
32,5645

32,4880
32,4880
32,4880
32,4880

32,4880 ,
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SOLUCAO 4
min ] seg tempo (seg)
1 4 &85 64,65
1 4 72 64,72
1 4 79 64,79
1 4 89 64,69
1 4 60 64,60
1 4 75 84,75

54,5222
54,5224
54,5241
54,5224
54,522

21"9580

21,9580
21,9580
21,9580

32,5640

32, 5642
32,5644
32,5661
32,5644

32,4880
32,4880
32,4880

32, 55—

32,4880

tempo (seq)

8272
62,75
62,85
62,72
62,89
62,67

54,5218
54,521
54,5209
54,521

21,8580
21,8580
21,9580

21,9580

32 5638
32,5630
32,5629
32,5630
32,5635

32,4880
32,4880
32,4880
32,4880
32,4880

a [tempo (seq)

1 1 52
1 1 58
1 1 46
1 1 52
1 1 49
1 1

61,52
61,58
61,46
61,52
61,49
B81.48

densidade

54,5182
54,5174
54,5165
54,5178

21, 9580
21,9580
21,9580
21,8580
21,9580

32, 561 5
32,5602
32,5594
32,5585
32,5598

32,4880

32,4880
32,4880
32,4880
32,4880

1.0023
1,0022
1,0022
1,0022

1,0022

LA
i e seg | tempo (seg)
1 1 11 61,11
1 1 10 81,10
1 1 15 61,15
1 1 Y 61,00
1 1 7 81,07
1 1 13 61,13

Pic. |

54,5105
54,5118
54,5099

21,9580
21,9580
21,9580
21,9580

21,8580

32 5538
32,5525
32,5538
32,5519
32,6527

0,9980
0.9980
0.,9980

32,4388
32,4875
32,4888
32,4869

32,4877

" densidade obtida da tab.de propriedades termodinamicas da agua saturada a 220C

{Incropera, 1992)
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GOMA GELANA

Calculo da viscosidade reduzida e inerente para determinagao da viscosidade intrinseca

Série A 1 rel 1] Sp 1 red
conc. | Esc. {seg}|dens (g/ml n H20 TMAOH H20 TMAOH H20 TMAQH
AGUA 62,32 0,9980 0,9330 | T R T R
TMAQH 62,33 1,0022 0,9369 i e
0,0020{ 62,88 1,0023 0,9453 1,01 1,0089 0,01 0,0089 6,73
0,0039| 6447 1,0023 0,9693 1,04 1,0345 0,04 0,0345 9,81 8,79 9,73 8,64
0,0079] 68,78 1,0024 1,0341 1,11 1,1037 0,11 01037 13,80 13,20 13,10 12,56
00157 76,42 1,0024 1,1491 1,23 1,2264 0,23 0,2264 14,74 14,41 13,26 12,99
0,0314] 94,35 1,0025 1,4188 1,52 1,5143 0,52 3,5143 16,57 16,36 13,34 13,20
Série B - n rel 1 Sp n red n iner
conc.  1Esc. (seg)idens (g/mi 1 H20 TMAQOH H20 TMAOH H20 TMAOH H20 TMAOH
AGUA 61,09 0,9980 0,9146 i B e R e e e B el i
TMAOH 61,51 1.0022 | 0,9247 Clpliin s e e E
0,0020| 6282 1,0023 0,9444 16,64 10,89 18,37 10,78
0,0039; 64,70 1,0024 0,9728 1,06 1,0520 0,06 0,0520 16,22 13,26 15,72 12,92
00791 6780 1,0024 1,0194 1,11 1,1024 0,11 0,1024 14,59 13,04 13,82 12,42
0,0157] 74,94 1,0025 1,1269 1,23 1,2187 0,23 0,2187 14,78 13,93 13,29 12,60
0,03141 91,91 1,0026 1,3823 1,51 1,4949 0,51 0,4948 16,28 15,76 13,15 12,80




€91

GOMA GELANA

Concentragédo das Solugdes

-

Massa de Alginato 0,2506
Massa da Soiugéo 100,00
Densidade da sol. 1.,0034
Volume da solugdo 99,66
Concentragado da solucao inicial

g/100ml sol 00,2514

S if-}"{-lglfl_i.(}ng:}{s_'é_?
s0l 6 0,00188
s0l 5 0,00393
sol 4 0,00786
s0l 3 0,01572
501 2 0,03143

0,06286

0,12572

Densidade das solugdes iniciais

Série A

_pictam - pic.vazio. massa

densidade  g/ml
H,0 22°C  0,998004

54,5669 21,8580 32,5979
54,6576 21,9580 32,5995
54,5582 21,9580 32,6002
54,5567 21,9580 32,5987
54,5555 32,5975

- den; 598

Massa de Alginato 0,2504
Massa da Solucao 100,02
Densidade da sol. 1,0035
Volume da solugéo 99,67
Concentragéo da solugao inicial
/100mi sol 0,252
e - 0/100g sol
s0l 6 0,00196
sol 5 0,00393
sol 4 0,00785
sol 3 0,01570
sol 2 0,03140
0.06281
0,12562
Série B
‘densidade L pictam - picVazio . massa . volume . densidade
1,0034 54 5615 21,9580 32,6035 32,4880  1,0036
1,0034 54 5604 21,9580 32,6024 32,4880 1,0035
1,0035 54 5607 21,9680 32,6027 32,4880 1,0035
1,0034 54 5621 21,9580 32,6041 324880 1,0036
32,4880  1,0035
=.0.0000




PECTINA - MASSA MOLECULAR

SERIEA = T SALINA SERIEB.  SALINA
cone. visc.red, viSc.iner. conc. visc.red. | visc.iner.
0,007 2,28 2,26 0,0079 2,08 2,05
0,0158 2,14 2,11 0,0158 2,02 1,80
0,0316 2,18 2.1 0,0316 2,16 2,09
0,0831 2,24 2,10 0,0631 224 2,08
0,1262 2,39 2,09 0,1282 2,39 2,08
0,2524 271 2,07 0,2525 2,68 2,08
VISCOSIDADE INTRISECA - PECTINA (NaCi 0,1M) - SERIE A
3,00 - y=21182x + 21483
e -
w 250 4 e ———
o A —
5 200 Bl - y = -0,4413x + 2,1572
8 1.50
$ 100
= 050
0,00 - ; : .
0,0000 G.0500 04,1000 0,1500 0,2000 0,2500 0,3000
CONCENTRAGAO (g/100mi)
¢ viscred. # visc.iner.— - — Linear (visc.red.) Linear (visc.iner.)
VISCOSIDADE INTRISECA - PECTINA (NaCl 0,1M) - SERIE B
3,00 . y = 2,5907x + 2,0441
w250 - . T I
] | — -
S_ 2,00 II‘. = u y = 0,0801x + 2.0541
g 1,50 -
S 100
050 -
0,00 - : : .
02,0000 0,0500 0,1000 0,1500 0,2000 0,2500 0,3000
CONCENTRAGAO (g/100mi)
¢ viscred. W visc.iner. —— — Linear (visc.red.} Linear (visc.iner.)
Sy 578 {1 (100mlig) Para pectina a massa molecular pode ser
erie s . - 0,73
216 215 calculada pela formula: [n] = 0,0955 Mw
Série B 2,04 Mw = 71,35 kDa para Série A
2,05 2,05 66,69 kDa para Série B
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|VISCOSIDADE INTRISECA - PECTINA EM SOL. NaCl 0,1M
Tempo de escoamento e densidade d Q}_u o

tempo (seg) 54,6922 21,9580 32,7342 32,4997

1 104,32 546912 21,9580 32,7332 32,4997
1 44 34 104,34 54,6905 21,9580 32,7325 32,4997
1 44 31 104,31 54,6921 21,9580 32,7341 324997
1 44 46 104,46 32,7322 32,4997
1 44 40 104,40 32.733

1 44 44 104 44

zio . massa.  volume densidade]
80 32,7209 32,4997 1,0068

546780 2195

min | seg | dec.seg|tempo (seg)
1 20 61 80,61 54,8797 219580 32,7217 324997  1,0068
1 20 68 80,68 54,6778 21,9580 32,7198 324997 1,0068
1 20 79 80,79 54,6797 21,9580 32,7217 324897  1,0068
1 20 64 80,64 546778 21,9580 327198 324997  1.0068
1 20 70 80,70 06
1 80,83

324997 1.

rin tempo (seq) 54 6712 9580 32,7132

1 10 78 70,78 54,6717 21,9580 32,7137 32,4997 1,0068
1 10 83 70.83 54,6731 21,9580 32,7151 324997 1,0086
1 10 84 70,84 546718 21,9580 32,7138 32,4897 1,0088
1 10 76 70,76 54 6723 21,8580 32,7143 324997

1 10 82 70,82

1 10 73 70,73

32,4997

21.9580

e tempo (seg) 54,8705 32,7125

B 21 66,21 54,6713 21,9580 32,7133 32,4997
6 32 66,32 54 6694 21,9580 32,7114 32,4997
6 30 66,30 54,6698 21,9580 32,7118 32,4897
8 19 66,19 54,6700 21,9580 32,7120 32,4997
8 35 66,35

8 33 66,33

pictar
54 6656

i
min | seg | dec.seg|tempo (seg) 21,9580 32,4997  1,0064

1 4 8 64,08 54667 21,8580 32,7090 32,4997  1,0084
1 4 6 64,06 54,6674 21,9580 32,7094 324997  1,0085
1 4 14 64,14 54,6667 21,9580 32,7087 324997  1,0064
1 4 £ 64,11 54,6663 21,8580 32,7083 324997

1 4 17 64,17 708

1 4 15 64.15
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ol

“densidade

21 9530"

21,9580
21,9580
21,9580
21,9580

32 7045
32,7047
32,7038
32,7046

32 4897
32,4997
32,4997
32,4997

1.0063
1,0063
1,0063
1,0063

1.0083

min | seq | dec.seg |tempo {seq) 54 6625
1 3 20 63,20 54,6627
1 3 15 63,15 54 6616
1 3 10 £3.10 54,6626
1 3 19 83,18 54 6636
1 3 ) 83,05
1 3 18 63,19

Naglo.4.

dec.séé

_picvazio . amos]

densidade!

4 657E

21,9580
21,8580
21,9580
21,9580
21,8580

32,6995
32,6988
32,7003
32.6996

32,6998

324997"

32,4997
32,4997
32,4997

1,0061
1,0061
1,0062
1,0062

mén seg tempo (seg)
1 2 16 62,10 54 68568
1 2 11 62,11 54,6583
1 2 4 62,04 54 6576
1 2 12 82,12 54,5578
1 2 0 62,00
1 2 10 62,10
AGU
min tempo (seq) | 54 5222

W
ORI N R N N
L]

10
13

15
15

62,10
62,13
62,08
62,03
62,15
62,15

54 5236
54,5227
54,5216
54 5232

21,9580
21,9580
21,9580
21,8580
21,8580

32 5642
32,5656
32,5647
32,5636

32,5652

c
32,4992
32,5006
32,4997
32,4986
32,5002

|VISCOSIDADE INTRISECA - PECTINA EM SOL. NaCl 0,1M

Tempos de escoamento e densidade das soluches

g tempo (seg) 54,7027 21,9580 32,7447 32,4998
1 43 oy 103,91 54,7033 21,9580 32,7453 32,4998
1 43 81 103,81 54,7024 21,8580 32,7444 324998
1 43 95 103,95 54702 21,9580 32,7440 22,4998
1 43 81 103,81 54,7046 219580 32,7466 324998
1 43 33 103,83 Lo Lo
1 43 94 103,94
SOLUG ur
min dec.seg | tempo (seg) 54,8803 21,8580 32,7223 32 4998 .
1 20 57 80,57 54,6808 21,9580 32,7228 32,4998  1,0089
1 20 863 80.63 54,6798 219580 32,7218 324998 1,0088
1 20 58 80,59 54,6791 21,9580 32,7211 32,4998 1,0068
1 20 66 80.66 54,6808 219580 327228 324998  1.006%
1 20 74 80,74
1 20 59 80.59
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min

tempo (seq) 54675 21,9580 22,7170 32,4998

1 10 66 70,66 546735 21,9580 32,7155 324998  1.0066
11 10 65 70,65 54,6742 21,9580 32,7162 32,4998  1.0067
11 10 70 70,70 54,6738 21,9580 32,7158 32,4998  1.0066
11 10 64 70,64 546745 21,9580 327185 1,0087
b e os 7083 o 2e 199 ,
11 10 85 70,85
SOLE pi ume  densidade

05 HF
54,6633 21,6580 32,7053 32.4998 1.,0063

minj seg | dec.seg|tempo (seg) |

1 6 17 66,17 54,6617 21,9580 32,7037 32,4998  1.0063
1 8 22 66,22 54,6633 21,9580 32,7053 32,4098  1,0063
1 6 19 66,19 54,6631 21,9580 32,7051 324958 10063
1 8 20 66,20 546624 21,9580 32,7044 324998  1,0063
; 5 25 66.35 R Bl ’ —r

1 8 26 86,26

32,4998 10062

e tempo (seg) 546586 21,9580 32,7006
1 4 3 64,03 54,6585 219580 32,7005 32,4988 1,0062
1 4 1 64,01 54,6584 21,9580 32,7004 32,4998 10082
1 4 0 64,00 54,6583 21,8580 32,7013 32,4998  1,0062
1 3 898 63,08 54,6598 21,9580 32,7018 324008
1 3 97 63,97 0
1 3 92 63,92

54 66805

tempo (seg) 219580 327025 324998

1 3 0 63,00 54,6615 21,8580 32,7035 324898 10063
1 3 13 63,13 54,6597 21,9580 32,7017 32,4998  1,0062
1 3 6 63,06 54,6584 21,9580 32,7014 32,4998  1,0062
1 2 91 62,91 54 6607 21,9580 327027 32,4998

1 2 85 62,95

1 3 2 63,02

SOLUCAD SALINA (NaGl 1 ostra
min | seg | dec.seg 54,6575 21,9580 32,6995 32,4998  1,0061
1 Z g 62,09 54,6568 21,6580 32,6988 32,4998  1,0081
1] 2 0 62,00 54,6583 21,9580 32,7003 32,4998  1,0062
1| 2 0 62,00 54,6576 219580 32,6996 32,4998  1,0061
1| 1 96 61,96 546578 219580 32,6998 32,4908
1] 1 96 61,96 di 99
1] 2 4 62.04
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AGUA +2 ol Pic |
min | seg | dec.seg ] tempo (seq) 54,5225 21,9580 32,5645 . 32,4895
1 1 93 61,93 54,5232 21,9580 32,5652 09980 32,5002
1 1 88 61,88 54,5227 21,9580 32,5647 0,9980  32.4997
1 1 a7 61,97 54,5228 21,0580 32,5648 00,9980 32,4998
1 1 87 51,97 54,5229 21 9580 32,5649 32,4999
1 5 5 62.05 R e v
1 1 90 61,80 | o dpadoopoDe3 03
* densidade obtida da tab.de propriedades termodinamicas da agua saturada a 220C (Incropera, 1892)
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PECTINA

Calculo da viscosidade reduzida e inerente para determinacgao da viscosidade intrinseca

Bérie A 1 rel 1 Sp n red 1 iner
conc. | Esc. (seg)[dens (g/mi ol H20 salina H20 salina H20 salina H20 salina
AGUA 62,11 0,9980 0,93 ” o
SALINA 62,08 1,0055 0,94 D
0,00789 63,15 1,0063 0,95 ,018 0,025 0,018 3,195 2,280 3,155 2,260
0,01578 64,12 1,0064 0,97 1,034 0,041 0,034 2,605 2,141 2,553 2,106
0,03155 | 66,28 1,0065 1,00 1,069 0,076 0,069 2,421 2,181 2,333 2,109
0.06311 70,79 1,0086 1,07 1,142 0,150 0,142 2,372 2,244 2,210 2,098
0,12621 80,88 1,0068 1,22 1,301 0,310 0,301 2,460 2,387 2,142 2,086
0,25242 104,38 1,6072 1,568 1,684 0,696 0,684 2,758 2,710 2,093 2,065
1 rel 7 8P n red 1 iner
conc. | Esc. (seg)dens (g/ml 1 H20 salina H20 salina H20 salina H20 salina
AGUA 61,95 0,9880 0,83 i P g
SALINA 62,01 1,0061 0,94 PGl
0,00789 | 63,01 1,0062 0,95 2,062 3,193 2,045
0,01578 63,99 1,0062 0,97 1,041 1,032 0,041 0,032 2,618 2,023 2,565 1,991
0,03156 66,23 1,0083 1,00 1,078 1,068 0,078 0,068 2,471 2,163 2,380 2,093
0,06312 70,72 1,0067 1.07 1,151 1,141 0,151 0,141 2,400 2,235 2,235 2,091
0,12625 80,63 1,0068 1,22 1,313 1,301 0,313 0,301 2,480 2,386 2,157 2,086
0,25249 | 103,88 1,0075 1,67 1,693 1,678 0,693 0,678 2,744 2,683 2,085 2,049




PECTINA

Concentracdo das Solugdes

densidade  g/ml

Massa de Pectina 0,5008 Massa de Pectina 0,5008 H,0 22°C 0,998004

Massa da Solugéo 100,06 Massa da Solugio 100,02

Densidade da sot. 1,0087 Densidade da sol, 1,0085

Volume da solugéo 99,20 Volume da solugéo 99,17

Concentragéo da solugso inicial Concentrag&o da soiucao inicial

g/@OOml 50l 0, 5048 g/?OOmE sof 0,5050

: Sl 9/100g sol

sof 1 O 2524 sol 1 0,25249

sol 2 0,1262 sol 2 0,12825

50l 3 0,0631 s0l 3 0,06312

5ol 4 0,0316 sof 4 0,03156

50l 5 0,0158 s0l 5 0,01578

sol 6 0,0079 sol 6 0,00789

Densidade das solucées iniciais

Sérig A Série B

pickant’ picva 3552 iume. . densidade _picram  picvazio . massa _ volume  densidade]
54,7408 21 9580 32 7828 32 4998 1,0087 54,7346 21,9580 32'7766 32,4998 1,0085
54,7403 21,0580 32,7823 32,4908 1,0087 54,7339 21,9580 32,7758 32,4998 1,0085
54,7392 21,9580 32,7812 32,4998 1,0087 54,7349 21,8580 32,7769 32,4998  1,0085
54,7402 21,9580 32,7822 32,4998 1,0087 54,7347  21,958C 32,7767 32,4998  1,0085

54,7416 21,9580 32,7836 32,4998 1,0087 2‘1 9580 32 7754 32,4998 1,0085

T 1,0085




ANEXO 2

HISTOGRAMAS DE DISTRIBUIGAO DE TAMANHOS DAS DIFERENTES
MICROCAPSULAS OBTIDAS
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Mémetre {m)

Alginatoe Carragana
28 20
F W = 154
= £
=z P
L -
& 1 ERP
3 3
5 g
aw 4 £ gl H
| — L . E P | I
0 ) ' ’ 0 : f I :
16 87 138 231 302 375 22 142 263 384 504 625
Didmatro {um} Diimatro (pm)
C
Gelana Pactina
20 20
o 15 . 15 4
g E
= o
2 2
£ 1w s "7
= =
= o
2 4
£ g LTI H
8 I ' + + { ; ; i } ; 9 ; + + + e
Z8 122 217 311 408 500 s 70 118 188 214 283
Didmetro (pm) BHamoelro (um)
e
Carragena/alginate Carragena’geiana
18 20
16 4 [
14 4
=z - 15 &
P £
o o
T 10 4 piid
§ g g d
2 &4 ES
g 54 H
o [T
2+ ! ‘ E ! §
'] + s + + + l 0 t + t & >
15 1907 189 231 383 444 19 140 281 383 H064 625
Diametro {pm}) Démetrs {um)
Gelanatfalginata Pactinaralginato
20 29
-~ 15 4 — ]
= = 15
= =
2 E 10 4
3 E
2 2
=51 L f
o 1T . ‘ ; ' l ; I : : : } [ L : [
13 83 13 253 333 398 13 85 158 230 303 330
Bizmetro {um}

Distribui¢do de tamanho das microcapsulas medidas por microscopia otica. a. AL; b. CA; ¢.

GE; d. PE; e. CA-AL; f. CA-GE; g. GE-AL; h. PE-AL.
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Pectinajcarragena Pectinaigeiana
-3 —— 20
15 4
-~ — 15 4
L3
3 3
& Tt = 10 4
= “
4 S
3 >
% 5 T 51
[ L l + o — ; " !
22 155 288 421 554 682 13 80 149 203 264 108
Didmetro {umj Diam etro {p m}
[+
Carragenalgelanalaiginato Carragenafpectina/alginato
18 16
16 5 — 14 4 —
14 4
g 12 4 g 27
© = 104
S O10 4 5
& = 8
B 8 “w
) ER
g 64 e T
i 2 % 44
2 r-—-l I__; 2 4 l l I
g ¢ : t + : 2] I i
25 133 240 348 455 563 16 73 130 1886 243 275
Ridmetro Gum} Biametro (um}
e
Carragenalpectinaigelana Pactinafgelanalaiginato
25 20
18
20 4 16 4
) £ 154
Lo s 124
S g 4
£ LR
& 16 4 2 84
k3
w = 6 +
5 4 4 o+
24
¢ i + TR L1 — 0 i § + : { 1 +
16 125 235 344 453 563 22 173 323 474 624 Tis
Didmatreo {gm) Didmatre fum}
Carragenal/pectinalgeianalalginato
18
16 4 —
— My
£ 32
-3
© 10
&
R
: o f
™S 4 |
24 l l m [-7
o + + o +
15 160 185 269 383 406
DEdmatre {u}

Distribuicdo de tamanho das microcapsulas medidas por microscopia 6tica. a. PE-CA; b. PE-
GE; c. CA-GE-AL; d. CA-PE-AL; e. CA-PE-GE; . PE-GE-AL; g. CA-PE-GE-AL.
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