Universidade Estadual de Campinas
Faculdade de Engenharia de Alimentos
Departamento de Planejamento Alimentar e Nutricdo

17 10
'V"@’_ﬁ_‘/ i;. ;3’

4IBLIOTECA CENTRA
QECAO CIRCULANT
PERMEACAO DE SOLUTOS DE DIFERENTES MASSAS
MOLECULARES EM MATRIZES COMPOSTAS DE ALGINATO DE f
CALCIO E ACETOFITALATO DE CELULOSE

PARECER

Este exemplar corresponde 3
redagio final da tese defendida por

Wiania Silveira da Rocha, aprovada Dissertacao apresentada a
peia Comissdo Julgadora em 08 de Faculdade de Engenharia
abrit de 2001. de Alimentos da UNICAMP
como parte dos requisitos
Campinas, 08 de abii de 2001 / para a obtencdo do titulo
n ) Ji de Mestre em Ciéncia da

) Nutricao.

Prof. Dr. Carlos Raimand#. Grosso
Presidenta.da Ban

Wiania Silveira da Rocha
Engenheira de Alimentos

Prof. Dr, Carlos Raimundo Ferreira Grosso
Orientador

Campinas, marco de 2001.

BEitame i
OTECA Exnvis |



uNIDaDE__ T (2
M5 CRAMADA: !
Tluecamf
[y

R

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DA F.E.A. - UNICAMP

R582p

Rocha, Wania Silveira da

Permeacio de solutos de diferentes massas moleculares em
matrizes compostas de alginato de calcio e acetofitalato de
celulose / Wania Silveira da Rocha. — Campinas, SP: [s.n.]
2001.

Orientador: Carlos Raimundo Ferreira Grosso
Dissertagdo (mestrado) ~ Universidade Estadual de
Campinas.Faculdade de Engenharia de Alimentos.

1.Polimerizagdo. 2.Difusio em membrana. 3.Alginatos.
4.Celulose. 5.Encapsulado. 6.Processo de extrusio. 7.Calcio.
[.Grosso, Carlos Raimundo Ferreira. I1.Universidade Estadual
de Campinas.Faculdade de Engenharia de Alimentos. I1.Titulo.




Banca Examinadora

L DO AN

Prof. 0¥ Carlos Raimundo Ferreira Grosso
: {Orientador)

R =

Prof?. Dr3. Adilma

Regi Pippa Scamparini
(ME §

é.
4% oL

Prof2. Dr®. Flavia Maria Netto
{Membro)

Prof2. Dr?. Marisa de Nazaré Hoelz Jackix
{Membro)

i



Dedicatoria

A  Carlos Frederico, que
permaneceu firme na conquista desse
ser delicado e contraditorio... Saiba
que esta imperfeita criatura de Deus
também te ama...



Agradecimentos

A Carlos Grosso que, independente do nome, foi muito amavel e
paciente comigo, um verdadeiro mestre, orientando, corrigindo e auxiliando

sempre que necessario.

A Francisco Carraro, meu querido “tio” Chico, pelos ensinamentos e
auxilio no manuseio e solugdo dos problemas com os equipamentos

utilizados.

A Pascoal e Viviane, pela amizade e ajuda na analise dos dados

estatisticos.

A Bete, Cidinha, Eliana, Fatima, Gustavo, Liana, Robson e Soeli, pelo

apoio e auxilio nos laboratérios, secretaria, computadores, entre outros.

Aos demais funcionarios, alunos e professores do DEPAN e DTA,

que contribuiram direta ou indiretamente neste trabalho.
Ao CNPq pela concessac da bolsa.

Aos meus pais, Renan e Nenza pelo apoio, amor e incentivo.

A Deus, pelo amor sem o qual nada se realiza.

Vil



‘O segredo da vida ndo esta em fazer
0 que queremos e sim gostar do que
fazemos”.



indice

indice de Figuras e Tabelas xiii
Resumo xvii
Summary xxi
Introdugéao

Objetivo 4
Revisao Bibliografica

2.1. Chéapsulas

2.2. Alginato 14
2.3. Celulose e Acetato de Celulose 17
2.4. Difusédo e Liberacac Controlada 20
2.5. Oleos Essenciais 33
2.6. Glicose 34
2.7. Pepsina 35
Metodologia 37
3.1. Materiais 37
3.2. Equipamentos 37
3.3. Solugbes de Polimerizagao e de Difusdo dos Recheios 38

xi



3.4. Formacao das Capsulas Gelificadas de Glicose,

Limoneno e Pepsina 39
3.5. Medida de Tamanho das Capsulas Gelificadas 41
3.6. Teste de Difusdo da Glicose 41
3.7. Teste de Difusao do Limoneno 42
3.8. Teste de Difus@o da Pepsina 42
3.9. Eletroforese 43
3.10. Analise Estatistica 43
Resultados e Discusséio 45
4.1. Ensaio de Difuséo da Glicose 49
4.2. Ensaio de Difusdo do Limoneno 52
4.3. Ensaio de Difusdo da Pepsina 56
Concluséo 69
Sugestdes para Futuros Trabalhos 71
Referéncia Bibliografica 73

xii



indice de Figuras e Tabelas

Figuras
Figura 2.1. Mecanismos de imobilizacdo de Enzimas 14
Figura 2.2. Conformacéo dos acidos $-D-manurdnico e

Figura 2.3.

Figura 2.4.

Figura 2.5.

Figura 4.1.

Figura 4.2.

a-L-gulurdnico 15
Estrutura do Acetofitalato de Celulose 20
Estrutura quimica do limoneno 33
Estrutura quimica da glicose 34

Média das concentra¢gdes em mg de glicose difundida

por ml de solucéo de HCI 0,1 N em funcéo do tempo 51

Meédia das concentragdes em mg de limoneno
difundido por ml de solugcdo de Etanol em funcéo do

tempo 54

xiif



Figura 4.3. Concentracao meédia em mg de pepsina de capsulas

nao lavadas por g de solugéo de difusdo (HCI 0,1 N)

em fun¢édo do tempo 57
Figura 4.4, Concentracao média em mg de pepsina de capsula

lavada difundida por g de solugao de difusao (HC! 0,1

N) em funcédo do tempo 59
Figura 4.5. Perfil eletroforético em gel de Poliacrilamida (SDS-

PAGE) 61

Tabelas

Tabela 2.1. Tamanho de particula em relacao ao método de

encapsulagao utilizado 9
Tabela 2.2. Comparagio entre os métodos de imobilizacdo 13
Tabela 3.1. Formulagdes dos géis utilizados nos ensaios de

anaiise de difuséao 40
Tabela 4.1. Média dos didmetros das capsulas de Alginato e

Aiginato-AC e respectivos desvios-padrio antes da

imerséo na solugao de difusao 48
Tabela 4.2. Media dos didmetros das capsulas de Alginato e

Alginato-AC e respectivos desvios-padrio apos 6h de

imers&o na solucdo de difusao 49

xiv



Tabela 4.3.

Tabela 4.4.

Tabela 4.5.

Tabela 4.6.

Tabela 4.7.

Tabela 4.8.

Quantidade média em mg de glicose difundida por ml

de solugédo de difusdo (HCI 0,1N) em funcéo do tempo

Quantidade média em mg de limoneno difundido por
mi da solugéo de difusdo (etanol anidro) em fungéo do

fempo

92

53

Quantidade média em mg de pepsina, de capsulas
nao lavadas, difundida por g de solucao de difusao
(HCI 0,1N) em fung¢@o do tempo e quantidade média

em mg de pepsina por g de capsula.

58

Quantidade média em mg de pepsina, de capsulas
lavadas, difundida por g de solucao de difusao (HCI
0,1N) em fungao do tempo e quantidade média em mg

de pepsina por g de capsula

60

Quantidade média em mg/g de capsula ou solugao de
todos os tratamentos com pepsina em func¢ao do

tempo

65

Quantidade média em mg de pepsina por g de agua
de lavagem utilizando a proporgéo de quantidade de

capsula para agua de 1:2 (g/ml)

67

xv



Resumo

Polimeros naturais e sintéticos sao utilizados como suporte na
imobilizacdo de inumeros tipos de recheio incluindo proteinas, enzimas,
microorganismos, aditivos alimenticios, pesticidas e compostos com
atividade farmacolégica. No campo da bioencapsulacdo, muitas aplicagbes
sdo baseadas nas propriedades de difusdo de solutos para dentro e para
fora de matrizes gelificadas. Uma alternativa para encapsulacé&o sem uso
de solventes organicos, temperaturas ou condi¢bes de pH extremas é a
ligacdo idnica de polieletrélitos, onde o material € extrusado como gota
dentro de uma solugcado formando uma gota gelificada. A matriz formada
por solugdo de alginato de sédio devido suas caracteristicas de porosidade
pode determinar a difusdo do recheio ao exterior e de solvente ao interior
das capsulas de gel formadas. Entretanto, a erosdo dos geis de alginato €
um problema importante, uma vez que pode ocorrer a aceleragédo na
liberacdo do material de recheio.

Acetofitalato de celulose (AC) tem sido utilizada na fabricag¢do de
encapsulados entéricos devido a sua insolubilidade em solugdes acidas
sendo solUveis a partir de pH 6 ou superiores. Esse material de cobertura
também chamado filme entérico parece resistir ao contato prolongado com
fluidos gastricos fortemente acidos, mas incham e se desfazem facilmente
em meio acido fraco ou neutro, condi¢cdes apresentadas pelo meio

intestinal. Celulose tem sido adicionada ao alginato de so6dio em uma

xvii



tentativa de modificar a liberagdo de material de recheio de capsulas, pois
a celulose e seus derivados aumentam o grau de aglomeracao das
capsulas influenciando a permeacio de solutos devido a natureza quimica

e a viscosidade.

Nesse trabalho esferas gelificadas de alginato de caicio e misturas
de alginato de calcio e acetofitalato de celulose (AC) contendo trés
diferentes tipos de recheio dissolvido, glicose (Massa Molar 180 Daltons),
limoneno (Massa Molar 136 Daltons) e pepsina (Massa Molar 34500
Daltons) foram obtidas a partir da extrusido de solu¢do polimérica em
solugdo de cloreto de calcio 1,5% puro ou acidificado com acido cloridrico
0,75N ou com acido citrico 70%, tendo permanecido na solugdo de
polimerizacao, contendo recheio para evitar migragdo do mesmo, por 30
minutos. As cépsulas assim formadas foram imersas em solucéo de acido
cloridrico 0,1N ou etanol anidro, no caso de capsulas contendo limoneno,
visando a avaliagdo do processo de difusdo do recheio. A difusdo foi
acompanhada pela migracdo dos recheios ao solvente. A analise da
concentragdo de recheio na solugdo solvente foi feita através de
determinacao enzimatica, cromatografica e Kjeldahl para glicose, limoneno
e pepsina, respectivamente.

O didametro das capsulas foi medido em micrémetro apos a
maturagdo e ao término do ensaio e apresentaram o mesmo diametro
médio (2 mm) entre as medidas. Com relagdo ao experimento contendo
glicose como recheio, as curvas de difusdo ndo apresentaram diferencas
significativas entre si (p<0,05), a migragdo do recheio para o solvente foi
imediata em todos os sistemas estudados. Quando o limoneno foi utilizado
como recheio, as curvas de difusdo mostraram que o limoneno difundiu-se
nos primeiros tempos de amostragem cerca de 50% da quantidade

inicialmente adicionada, indicando fraca retengao da matriz do gel em todos
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os sistemas estudados. Quando a pepsina foi utilizada como recheio, o
estudo da difus@o procedeu-se de duas formas, a primeira onde nao se
lavou as capsulas e a segunda onde as capsulas foram lavadas com
guantidade de agua de 1:2. As curvas de difusdo médias mostraram perfis
semelhantes em todos os sistemas estudados, sendo seus perfis coerentes
com o sistema utilizando reposicdo de solvente. A gquantificacdo da
pepsina difundida indicou que a liberacdo de recheio variou de 100% para
as capsulas nao lavadas a 38% para as capsulas lavadas, nos primeiros 15
minutos, considerando a maxima concentragdo possivel na solugdo. O
sistema formado por capsulas nao lavadas de alginato de célcio extrusado
em solugao de cloreto de calcio foi o de menor retencgao, diferindo
significativamente (p<0,05) dos sistemas formados por capsulas nao
lavadas e lavadas de alginato de calcio-AC extrusada em solucdao de
cloreto de calcic acidificado com acido cloridrico 0,75N, que apresentaram
maior retencao (p<0,05). De um modo geral pode-se conciuir que a adigéo
de acetofitalato de celulese com a inten¢do de diminuir a porosidade das
capsulas de alginato de calcio n&o surtiu o efeito desejado de aumentar a
retencdo do material de recheio nos sistemas com recheio de massa molar
baixo como glicose e limoneno, porém com recheio de massa molar alta
como pepsina o sistema alginato-AC polimerizado em CaCl2 acidificado
com HCI tanto para capsulas nao lavadas como lavadas obteve melhor

retencao.
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Summary

Natural and synthetic polymers are used as supporis in the
immobilization of innumerable types of core materials, including proteins,
enzymes, microorganisms, food additives, pesticides and pharmacologically
active compounds. In the bioencapsulation field, many applications are
based on the diffusion properties of solutes from the inside to the cutside of
gelled networks. An alternative for encapsulation which avoids the use of
organic solvents and extreme conditions of temperature and pH, is the ionic
linking of polyelectrolytes, where the material is extruded as drops within a
solution, forming a gelied drop. Due to its porosity characteristics, the
matrix formed by a solution, forming a gelled drop. Due to its porosity
characteristics, the matrix formed by a sodium alginate solutions can
determine the diffusion of a core to the ouiside and of a solvent to the
inside, of the gel capsules formed. Thus the erosion of aiginate gels is an
important problem, since it can result in an acceleration of the liberation of
the core material. Cellulose acetate phthlate (CAP) has been used in the
preparatin of enteric encapsulates on account of its insolubility in acid
solutions, being soluble at pH 6.0 and above. This coating material, also
known as enteric film, appears to resist prolonged contact with extremely
acid gastric fluids, but swells and disintegrates easily in weakly acid or
neutral mediums, conditions found in the intestinal medium. Cellulose has

been added to sodium alginate in an attempt to modify the liberation of core



material from capsules, since cellulose and its derivatives increase the
degree of agglomeration of the capsules, influencing solute permeation due
to its chemical nature and viscosity.

In this research, gelled spheres of calcium alginate and of mixtures
of calcium alginate and cellulose acetate phthalate (CAP), containing three
different types of dissolved core material: glucose (MW 180 Daltons),
limonene (MW 136 Daltons) and pepsin (MW 34500 Daltons), obtained by
the extrusion of the polymeric solution in a 1.5% solution of calcium
chloride, either pure or acidified with 0.75N hydrochloric acid or with 70%
citric acid, containing the core material, remained in the curing solution for
30 minutes in order to aveid migration of core material. The capsules thus
formed were immersed in a solution of 0.1N hydrochloric acid or in ethanol
in the case of those containing limonene, with the objective of evaluating
the process of diffusion of the core material. Diffusion was followed by
determining migration of the core materials to the solvent. The
concentration of the core material in the solvent solution was determined
enzymatically, by chromatography and by Kjeldahl for glucose, limonene
and pepsin, respectively.

The diameter of the capsules was measured in micrometer after
maturation and at the end of the assay, presenting the same mean
diameter of 2 mm on both occasions. With respect to the experiment with a
core material of glucose, there was no significant difference (p < 0.05)
between the various diffusion curves, migration of core material to solvent
being immediate under all sistems studied. With limonene as core material,
the diffusion curves showed that about 50% of the original amount diffused
out in the first sampling period, showing weak retention by the gel matrix in
all systems studied. With pepsin as core material, diffusion was studied in
two ways, firstly without a prior washing of the capsules, and secondly after

washing with water in a proportion of 1:2. The mean diffusion curves
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showed similar profiles in all systems studied, the profiles being coherent
with the systems using solvent reposition. The guantification of diffused
pepsin indicated that the liberation varied from 100% to 38% of core
material in the first 15 minutes of sampling for the unwashed and washed
samples respectively. The system consisting of unwashed capsules of
calcium alginate extruded in a calcium chiloride solution presented the
lowest retention, showing a significant difference (p<0.05) from those
systems formed from unwashed and washes capsules of caicium alginate-
CAP extruded in a solution of calcium chioride acidified with 0.75N
hydrocholoric acid, which gave the greatest retention (p<0.05). In general it
can be concluded that the addition of cellulose acetate phthalate with the
intention of reducing the porosity of the calcium alginate capsules did not
show the desired effect of increasing the retention of the core material with
low molecular mass like glucose and limonene, although core material with
high molecular mass like pepsin had a good retention in the system
aigiriate~CAP.
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1. Introducgao

A encapsulacao consiste na cobertura de particulas mindsculas de
ingredientes com um material visando reduzir a reatividade do material
encapsulado em relagao as condigcdes adversas do meio (como luz, oxigénio
e umidade), regular a evaporacado ou a taxa de transferéncia do material
encapsulado para o meio; facilitar oc manuseio do material encapsulado;
controlar a liberagdo do materiai encapsuiado; algumas vezes, mascarar
sabores indesejaveis e também melhorar através da diluicdo a
homogeneizagdo do agente encapsulado em algumas preparagdes
alimenticias (Shahidi e Han, 1983). As microesferas séo particulas
poliméricas esféricas cujo diametro varia de 1 a 250 um e constituem um
sistema matricial no qual uma substancia esta dissolvida, dispersa ou
encapsulada. Outra vantagem destes sistemas reside no fato de poderem
ser administrados por diferentes vias quando utilizados para encapsular

agentes ativos com atividade farmacoldgica (Lima e Rodrigues Jr., 1999).

Por muitos anos hidrocoldides tém sido adicionados a alimentos
processados atuando como espessantes, agentes modificadores de textura,
estabilizantes de emulsdes e espumas, gelificantes na suspensao de outros
ingredientes, no controle de crescimento de cristais e para produzir a

sensacao de corpo na boca (Moirano, 1996).



Agentes espessantes/gelificantes apesar de serem em geral
insipidos, podem exercer pronunciado efeito sobre outros agentes de
sabor/odor nos alimentos onde estao presentes. Em geral, decrescem a
dogura, efeito atribuido ao aumento da viscosidade e a alteracdo da taxa
de difusdo dos componentes responsaveis pelo sabor/odor (Godschall,
1997).

No campo da bioencapsulacdo, muitas aplicagées sdo baseadas na
propriedade de difusdo de varios solutos pela matriz gelificada. Gotas
gelificadas de policarboxilatos sdo normalmente usadas como matriz para
encapsular moléculas de significancia biologica. A elasticidade das gotas
aumenta conforme a afinidade do cation/poliion e este parametro também &
responsavel pelo comportamento da sinérese. A concentracao de cation, a
forga idnica e o pH determinam a cinética da formacéo do gel bem como o
volume e a estabilidade das gotas. O didmetro do poro e sua distribuicao
influenciam a difusdo de moléculas. Os coeficientes de particdo sao

afetados pelo pH e/ou a forga idnica do meio (Mestdagh e Axelos, 1998).

Polimeros naturais e sintéticos sao utilizados como suporte na
imobilizagdo de inumeros tipos de recheio incluindo proteinas, enzimas,
microorganismos, aditivos alimenticios, pesticidas e compostos com

atividade farmacolégica (Tanaka et al., 1984).

Os principais polimeros encapsulantes e suas fontes se dividem em:
goma agar, furcelana, carragena e alginato obtidas de plantas aquaticas
(algas marinhas); goma arébica, goma karaya e goma tragacanto obtidas de
exudados de plantas terrestres; goma guar, goma locusta e goma tara,
obtidas de sementes de plantas; a pectina obtida de plantas terrestres; a
carboximetil celulose (CMC), hidroxipropiicelulose e celulose cristalina obtida

de derivados da celulose; a goma xantana obtida pela fermentacao



-

microbiana. OQutro agente muito utilizado é a gelatina, um produto aquo-
soluvel obtido a partir de tecido colaginoso de ossos e pele de animais (lgoe,
1982; Dziezak, 1991). Outras alternativas recentes incluem a quitosana,

extraida da casca de crustaceos e as proteinas do soro do leite.

Quanto & forma de obtenc&o das capsulas, os métodos podem ser
divididos em fisicos, incluindo o spray drying, spray chilling, spray cooling,
leito fluidizado, extrusdo, co-cristalizacdo e liofilizacao; quimicos, através
de inclusdo molecular ou polimerizacdo interfacial, e os fisico-quimicos
incluindo coacervacdo, separagdo por fase organica e formacao de

lipossomos (Jackson e Lee, 1991).

Alguns polimeros gelificam por gelificacao iénica, gelificag@o térmica
ou por uma combinagdo destes dois mecanismos. A preparacdo de
microcapsulas através da gelificagdo iénica envolve a gelificacdo de uma
solugdo polimérica aquosa com um ion de baixa massa molar, onde
polieletrdlitos de cargas opostas interagem formando um complexo (Thies,
1994). Nesta técnica o material de recheio & extrusado como gota dentro de

uma solugdo, formando uma gota gelificada (Okhamafe et al., 1996).

Entre os hidrocoltides utilizados como barreira na protegéo de
alimentos, quer na forma de filmes ou microcapsulas, encontram-se pectina
de baixo teor de esterificacdo, carragena e alginato de calcio, todos
requerendo um ion para a reticulagdo da matriz. A principal vantagem do
gel de alginato € sua habilidade de ser termo-estavel podendo ser

armazenado a temperatura ambiente.

A matriz formada, devido as suas caracteristicas de porosidade,
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
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um problema importante, uma vez que pode ocorrer a aceleracdo na

liberagcdo do material de recheio (Sezer e Akbuga, 1998).

Acetofitalato de celulose (AC) tem sido utilizado na fabricacao de
encapsulados entéricos devido a sua insolubilidade em solugbes acidas
sendo sollveis a partir de pH 6 ou superiores. Esse material de cobertura
também chamado filme entérico parece resistir ao contato prolongado com
fluidos gastricos fortemente acidos, mas incham e se desfazem faciimente
em meio de baixa acidez ou neutro, condi¢cdes apresentadas pelo meio
intestinal (Roxin et al., 1998). AC tem sido adicionado ao alginato de sédio
em uma tentativa de modificar a liberacdo do material de recheio de micro-
esferas, pois a celulose e seus derivados aumentam o grau de aglomeracao

das micro-esferas influenciando a permeacéo de solutos (Chan et al., 1997).

Objetivos

O objetivo desse trabalho foi estudar as caracteristicas de difusio
de matrizes esféricas de alginato de calcio e misturas alginato-acetofitalato
de celulose (AC) obtidas em meio contendo acido cloridrico ou citrico,
utilizando recheios de diferentes caracteristicas de polaridade e tamanho,
incluindo glicose (MM 180 Daltons), limoneno (MM 136 Daltons) e pepsina
(MM 34500 Daltons). As céapsulas gelificadas de alginato de caicio e
misturas de alginato-AC, obtidas em meio acido foram avaliadas através

das caracteristicas de difusdo dos recheios em funcéo do tempo.



2. Revisao Bibliografica

2.1. Capsulas

As micro-esferas poliméricas surgiram como alternativa de sistema
de liberag@o controlada que pudesse ser administrado de maneira simples.
Sao particulas polimericas esféricas cujo diametro varia de 1 a 250 um e
constituem um sistema matricial no qual uma substéncia esta dissolvida,
dispersa ou encapsulada. Algumas vantagens destes sistemas incluem o
fato de poderem ser administrados por diferentes vias (Lima e Rodrigues
Jr., 1999) e apresentarem reversibilidade na imobilizacao de células além
de condigbes suaves utilizadas para a imobilizacdo, e como exemplo géis
de alginato podem ser solubilizados por ions seqilestrantes de calcio,

liberando assim o recheio encapsulado (Sheu e Marshall, 1993).

A mesma formulagdo aplicada a produgdo de capsulas pode ser
utilizada para a fabricagdo de filmes comestiveis biodegradaveis, com
pequenas modificagbes no espalhamento e secagem da solu¢do polimérica.
Um filme comestivel & definido como uma fina camada de material
comestivel formado sobre o alimento como uma cobertura, com o propésito
de inibir migragédo de umidade, oxigénio, didxido de carbono, aromas e

lipideos, dentre outros; carregar ingredientes alimentares (e.g.,



antioxidantes, antimicrobianos, sabores); efou aumentar a integridade
mecanica ou caracteristicas de manuseio do alimento. A substituicao da
embalagem sintética convencional por polimeros biodegradaveis pode
reduzir o uso de recursos nao renovaveis e diminuir a quantidade de lixo
através de reciclagem de material biolégico pelo bio-sistema. O uso de
polimeros biodegradaveis em substituicdo aos polimeros sintéticos & base
de petréleo também permitem diminuir a introducéo de derivados de dioxido
de carbono na atmosfera (Krochta e Mulder-Johnston, 1997). Outros
materiais polissacarideos, tal como filmes de alginato sao formados pela
evaporagdo de solugdo aquosa de alginato seguida por ligacdo idnica com
sais de calcio. Estes filmes sdo impermeaveis ao éleo e a gordura, mas

s&o pobres barreiras a umidade (Cottrell e Kovacs, 1980).

Filmes comestiveis preparados com polissacarideos hidrocoloidais
como amido, celulose, pectina, alginato e carragena formam filmes fortes,
mas devido a sua natureza hidrofilica exibem baixa resisténcia ao vapor
d'agua (Kester e Fennema, 1986; Guilbert, 1986). Filmes de alginato
exibem methor propriedade de barreira ao vapor d'agua que outros tipos de
filmes preparados com pectina (Parris et al., 1995).

Muitos filmes comestiveis de polissacarideos e proteinas nao sao
adequados para uso em alimentos com alta atividade de agua porque eles
tendem a inchar, dissolver, e desintegrar em contato com a agua (Guilbert,
1986). Um filme composto de um polissacarideo e uma proteina pouco
resistente a agua pode ser melhorado pela incorporagéo de lipideos.
Entretanto, a adig&o de lipideos pode afetar negativamente as propriedades

sensoriais dos alimentos cobertos (Wong et al., 1996).

A interagao entre surfactante e géis termorreversiveis foi estudada
por Tanaka (1998), encontrando uma certa concentragdo de surfactante

onde a gelificacdo é mais promovida, ocorrendo uma correlacdo entre a



micela critica do gel e a concentracdo do surfactante. A habilidade do
surfactante esta em entrelacar, através de interacdes hidrofébicas, o

polimero e o surfactante.

O plasticizante pode modificar as caracteristicas fisico-quimicas e
mecanicas do filme de acordo com sua natureza hidrofilica ou hidrofébica,
influenciando a permeabilidade do filme a certas moléculas (Jenkin et al.,
1992, citados por Raffin et al., 1996).

Plasticizantes s&o incorporados em filmes ou capsulas por varios
motivos, incluindo a melhora na flexibilidade, reducdo da facilidade de
quebra, aumentar a resisténcia e também melhorar a adesividade do filme
a outras superficies ou membranas. Os plasticizantes mais usados incluem
ésteres fitalados e fosfatos, ésteres de acidos graxos e derivados de glicol
(Spitael e Kinget, 1977). A selecdo de um plasticizante adequado bem
como o ajuste de sua concentragdo tem uma forte influéncia sobre as
propriedades mecanicas, bem como sobre as caracteristicas de
permeabilidade do agente ativo através da parede ou membrana (Crawford

e Esmerian, 1971).

A influéncia de filmes formulados com acetofitalato de celulose
sobre a permeabilidade de fons de hidrogénio foi estudada por Raffin et al.
(1996), mensurando o coeficiente de permeabilidade de filmes livies em
uma célula de difusdo. Filmes aquosos e organicos a4 base de AC tém
comportamentos distintos; onde o0s primeiros mostraram-se mais
permeaveis. Os resultados demonstram que sob o mesmo pH do suco
gastrico, os filmes desse polimero entérico comportaram-se como
condutores de ions, devido a difusido de H™ e CI” através do filme (Raffin et
al., 1996).



As propriedades funcionais de alguns filmes foram avaliadas guanto
a integridade entérica em solugéo de HCI 0,1 N e liberagdo do agente ativo
em pH 6,8 em solugédo tampao fosfato e quanto a permeabilidade em agua.
Os resultados mostraram que filmes de acetofitalato de celulose utilizando
como plasticizante o ftrietilcitrato liberou menos que 1% de acido
acetilsalicilico utilizado como recheio apos 2 horas em solugcao de HCI 0,1
N e mais que 95% apoés 1 hora em solucao tampéo fosfato pH 6,8,
demonstrando deste modo sua excelente propriedade funcional. Estes
filmes tém alta permeabilidade a agua e a acidos o que os torna nao
apropriados a recheios instaveis a acido uma vez gue a agua ou o acido
pode penetrar rapidamente através da membrana destes filmes (Béchard et
al., 1995).

Coberturas contendo carragena como componente principal, tém
sido aplicadas em uma grande variedade de alimentos para transportar
agentes antimicrobianos e reduzir a umidade, oxidacao ou desintegracao
de produtos alimenticios (Krochta e Mulder-Johnston, 1997).

Géis de alginato usados como padrao de comparacao no estudo de
caracteristicas fisicas e de liberacao de sulfato de sabutamol preparado
com diferentes polissacarideos foram determinados o diadmetro medio, e o
contetdo de material de recheio contido nas gotas. As gotas foram
examinadas por microscopio eletrbnico de varredura, calorimetria
diferencial de varredura (DSC) e difracdo em raios-X. A liberacao do
material de recheio das gotas foi estudada em solugdo de HCI 0,1 N
(pH1,2), agua destilada, e tampao fosfato (pH7,4). O exame fisico das
gotas indicou a presenca de cristais do material de recheio sem interagéo
entre este e os polimeros. A liberagado foi dependente das propriedades

idnicas dos polimeros e do pH do meio (Fattah et al.. 1998).



O tamanho das capsulas pode variar de décimos de microns até

alguns milimetros dependendo dos materiais e métodos utilizados no seu

processamento. Os intervalos de tamanho tipicos para as cépsulas,

dependendo do processo de obtencdo utilizado, sdo apresentadas na
Tabela 2.1 (Southwest Research Institute, 1991).

Tabela 2.1. Tamanho de particula em relagdo ao método de
encapsulacao utilizado.

Métodos de Encapsulagio

Aplicagdo dos
Materiais

Tamanho (pm)

Métodos Fisicos

Extrusao estacionaria
Bocal submerso
Extrusao centrifuga
Bocal vibrante
Spray drying
Disco rotativo
Pan coating

Suspensao por ar

Solido/Liquido/Gas
Solido/Liquido/Gas
Solido/Liquido/Gas
Soélido/lLiquido/Gas
Solido/Liguido
Soélido/Liguido
Solido
Sélido

Métodos Quimicos

Coacervacao
Polimerizagao interfacial
Evaporacdo do solvente

Polimerizacao in situ

Solido/Liquido
Sélido/Liquido
Sélido/Liquido
Sélido/Liquido

1.000 - 6000
700 — 6000
125 ~ 3000
500 ~ 2000

5 — 150
5 - 1000
> 500
50 — 10000
1 - 500
1~ 500
1 - 5000
1 - 500

Fonie: Scouthwest Research Institute, 1991,



Métodos de microencapsulacéo tais como precipitacdo (Douglas e
Sefton, 1990), polimerizagéo interfacial (Dupuy et al., 1988) e secagem por
atomizagao (Tanaka et al., 1984) estdo bem estabelecidos. Entretanto, estes
métodos n&o tém sido largamente utilizados no estudo de liberacao de
alguns tipos de recheios porque podem envolver a utilizacdo de solventes
organicos ou temperaturas extremas ou condicbes de pH que tornariam os
mesmos inativos (Kwok, 1991). Uma alternativa para o uso de solventes
organicos e/ou temperaturas ou pH extremos & a ligagdo ibnica de
polieletrélitos, onde o biomaterial é encapsulado como gota dentro de uma
solugao tornando-se um gel e essas gotas podem ser subsegilentemente
cobertas com outro poliion (Daly e Knorr, 1988, Bugarski et al., 1993, citados
por Okhamafe et al., 1996).

Macromoléculas ou biopolimeros quando em suspensdo aquosa
formam solugdes ou suspensédo coloidal de maior ou menor fluidez.
Dependendo da concentragdo e da natureza das macromoléculas esses
coldides, tanto nas células vivas (animais e vegetais) como nos alimentos
poderao se transformar em géis de maior rigidez de grande importancia para
as propriedades funcionais desses sistemas. Os géis, embora sejam rijos,
em concentragbes muito baixas, mantém as propriedades dos solventes
praticamente inalteradas, apresentando pressao de vapor e condutividade

elétrica muito semelhante aos da agua pura (Sgarbieri, 1996).

Polimeros naturais e sintéticos sao utilizados como suporte na
imobilizagdo de inumeros tipos de recheio incluindo proteinas, enzimas,
microorganismos, aditivos alimenticios, pesticidas e compostos com

atividade farmacolégica (Tanaka et al., 1984).

A oclusdo de um agente ativo em um gel envolve o aprisionamento
do composto nos espagos intersticiais de géis poliméricos insoluveis em

agua, sendo os géis normalmente obtidos por polimerizagdo em sistemas bi-
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fasicos de forma a permitir o controle mecéanico, por agitacao, do tamanho da
particula. O grau de liga¢des cruzadas no polimero deve ser controlado de
forma a conferir ao gel distribuicido de tamanho de poros e propriedades
mecéanicas adequadas. As matrizes mais utilizadas incluem as naturais:
colageno, gelatina, carragenato, agar, alginato de calcio e amido; e as
sintéticas: poliacrilamida, potlivinilalcool, polivinilpirolidona e poli 2-

hidroximetilmatacrilato (Trevisan, 1890).

Encapsulagdo em gel com polimeros naturais € uma técnica branda,
por nao utilizar solventes organicos e pode minimizar os danos as células
vivas. As desvantagens da encapsula¢do em gel sao forca mecanica pobre

e a limitada longevidade da estrutura do gei (Willaert e Baron, 1996).

Encapsulagdo de microorganismos e outros substratos, tais como
enzimas, em capsulas esféricas de alginato de calcio tém sido um dos
métodos mais largamente utilizados para imobilizacao desse tipo de material
biolégico. O sucesso deste método é principalmente devido as varias
condigcdes sob as quais a imobilizacdo é formada sendo uma técnica efetiva,
rapida e simples. A suspenséo de células é misturada com a solugdo de
alginato de sddio, e a mistura é gotejada dentro de uma solugdo contendo
cations multivalentes (usuaimente calcio). As gotas formam esferas de gel
instantaneamente, encapsulando células em um entrelagado tridimensional
de rede ibnica de alginato. ions Ca®* também podem ser introduzidos in situ
pela adicdo de sais de calcio inorganicos de baixa solubilidade (Johansen e
Flink, 1986; Clark e Ross-Murphy, 1987). Apds um tempo definido de cura,
para endurecimento das gotas, em solu¢do contendo o ion divalente, as
mesmas sa0 recuperadas, podendo ser usadas como tal ou sofrer um novo
processo de cobertura ou tratamento adicional de secagem. O didmetro dos
suportes, geralmente esféricos, pode ser ajustado entre 1 &€ 5 mm (+/-

0,1mm) (Mestdagh e Axelos, 1999). Quando gotas de alginato de sédio
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entram em contato com a solugdo de cations divalentes, o suporte gelificado
se forma imediatamente. Durante os primeiros minutos, o suporte
permanece na superficie. Apds algum tempo, dependendo do tipo de
concentracao do cation, ele submerge devido ao aumento de densidade.
Este periodo € conhecido como periodo de maturagao. Esse sistema
gelificado se desenvolve lentamente com o tempo porque ligacbes
intercruzadas ocorrem durante a formacdo do gel, processando-se
progressivamente da superficie para o interior do suporte. Simultaneamente,
uma perda de agua (sinérese) ocorre. Assim, o sistema nao representa um
verdadeiro equilibric (Mestdagh e Axelos, 1999). O peso do suporte
decresce com o tempo devido & contragdo da matriz e a expulséo da agua.
Um problema frequente é a irregularidade das gotas, que geralmente
apresenta pequenas caldas. Formacédo de capsulas esféricas requer
cuidadoso controle dos seguintes parametros: natureza e concentracdo da
solugcao de alginato utilizada, do tipo de cation, e do tamanho molecular do
cation (Lim e Moss, 1981).

As propriedades reologicas de géis de polissacarideos na presenca
de acido citrico e carbonatos de calcio e magnésio foram estudadas por
Susheelamma et al. (1994). A baixo pH, as interacdes intermoleculares
podem ser favorecidas, mas isto pode ser revertido pela forca ibnica, como
aumento da concentragéo de acido citrico tendo apresentado baixos valores
para os indices de forga e consisténcia e alto comportamento de escoamento
(fluxo). lons calcio mostraram ligagbes seletivas quando comparados aos
fons de magnésio. Essas mudancas na constante reclégica claramente
indicam que © comportamento de gelificacio pode diferenciar

consideraveimente frente a diferentes valores de pH.

Na selecdo de um suporte para a imobilizacdo de compostos ativos

0s seguintes aspectos devem ser considerados: as propriedades mecéanicas



das capsulas; a forma fisica e o tamanho das particulas; a resisténcia a
ataque quimico e microbiano; as caracteristicas de superficie (carga
eletrostatica, hidrofobicidade, possibilidade de adsorgao de outras
substancias, area superficial, composicdo quimica); a morfologia do
material; sua permeabilidade; a capacidade de ser derivatizado; preco e
disponibilidade comercial e finalmente sua possibilidade de regeneragao
(Serere e Uyeda, 1976, citados em Trevisan, 1990).

Desta forma, a Tabela 2.2 faz uma comparacéo entre os diversos
meétodos de imobilizagcdo de compostos biologicamente ativos em relacdo a
varios aspectos importantes para o produto final encapsulado. No caso de
imobilizaggdo enzimatica, a Figura 2.1 ilustra graficamente alguns

mecanismos de imobilizacao.

Tabela 2.2. Comparacgéo entre os métodos de imobilizacao

Ligagbes Adsorcao Ligagdo Ligacdo Ligacdo

Caracteristica cruzadas Fisica lénica Metalica Covalente Oclusao
Preparacao + - Simples Simpies Simples Dificil Dificil
Forga de Forte Fraca +- +- Forte +-

Ligacao
Atividade Baixa + - Alta Alta Alta Baixa
R;;:Lép;eprsgio Impossivel Possivel Possivel Possivel Rara Impossivel
Custo + - Baixo Baixo + - Alto + -
Estabilidade Alta Baixa + - + - Alta Baixa
Aplicabilidade Néao Sim Sim Sim Néo Sim
Protecao + - N30 Ndo  Nao N&o Sim
Microbiana

Fonte: Scouten, 1983, citado em Trevisan, 1980.
Legenda: +/- —» intermediario



{3} Ligagdo Cruzada

Convencies

&  Moléculas Enzimatica

B‘&T\ Matnz Polimeérica

®) Encapsulagéo O Reagente Bifuncional

Figura 2.1. Mecanismos de Imobilizacdo de Enzimas (fonte:
Trevan, 1980, citado por Cardoso, 1988).

{4) Entrelagamento em
Matriz Polimérica

2.2, Alginato

Alginatos s&o polimeros lineares de alta massa molar com secdes
rigidas e regides flexiveis, formados por monémeros de &acido p-D-
Manurénico (M) e acido o-L-Gulurénico (G), ligados de forma linear por
ligagbes glicosidicas a(1,4) contendo trés tipos de estruturas de blocos:
blocos de acido B-D-Manurdnico (M), blocos de acido a-L-Gulurénico (G), e
uma mistura desses blocos (MG) (Cottrell & Kovacs, 1980). Conforme
apresentado na Figura 2.2, a composicdo molecular especifica de uma
amostra de alginato depende da alga de onde 0 mesmo é exiraido podendo
ocorrer variagfes nas porcentagens de acido manurénico (M} e gulurénico
(G) (Thies, 1994).



H
—0O0C

H OH B-D-manurfnico

HO H SN

a-L-gulurdnico

Figura 2.2. Conformacgao dos acidos [-D-manurbnico e o-L-
gulurénico (fonte Neau et al., 1893).

Os principais métodos para producao de géis de alginato sao:
gelificacdo por difusdo a pH neutro e acido; gelificag&o interna a pH

acido ou neutro; gelificacdo combinada e gelificacdo por esfriamento.

A aplicacao comercial de alginato em alimentos & baseada na
interacdo entre alginato de so6dio e cations para gerar ou modificar a
reologia do alimento, usualmente pela formac¢do de uma matriz de gel
na presenca de ions de calcio. Os cations divalentes de calcio formam
uma zona de juncdo com as moléculas polianibnicas de alginato
possibilitando a formacao da rede do gel a temperatura ambiente. A
principal vantagem do gel de alginato € a sua habilidade de ser termo-
estavel podendo ser armazenado a temperatura ambiente. Uma vez
formado, o gel de alginato mantém sua forma e propriedades
reolégicas através do processamento térmico, incluindo todo tipo de
cozimento, de modo que a rede de alginato pode ser estavel ao

congelamento e descongelamento, uma propriedade requerida para
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muitos alimentos. Através do controle da liberagdo de célcio, o tempo
de moldura do gel de alginato pode ser ajustado para poucos segundos
até muitos minutos e a caracteristica reologica ajustada para
especificagbes particulares de produtos alimentares (Onsoyen, 1997).

Gelificac@o nédo &€ um fendémeno instantdneo; a maturagao das
gotas ocorre vagarosamente para alcancar e assegurar um estado de
equilibrio apds aproximadamente 15 horas (Vellings et al., 1995, citado
em Mestdagh e Axelos, 1899).

O mecanismo de formacgéo do gel de alginato pode ser explicado
pelo modelo “caixa de ovos” proposto por Grant (1973), para as
interagbes de segmentos G com ions calcio. As regides de blocos G
sao alinhadas lado a lado, resultando na formagao de uma cavidade,
onde os ions calcio fazem uma juncgéo entre as cadeias, semelhante ao
ovo numa caixa de ovos (Rees, 1969), formando uma rede
tridimensional. A forca do gel esta diretamente relacionada com a
quantidade de zonas de jungdo e a natureza das associacbes

envolvidas nestas zonas (Oakenfull, 1987).

Estudos reoldgicos e de dispersdo de luz com alginatos,
sugerem que os blocos aumentam a rigidez na seqliéncia G > M > MG.
Estudos de ligagbes de ions (Kohn, 1795) e estudos de gelificagéo
(Morris et al., 1873, Kohn e Sticzay, 1977) sugerem a presenca de 20
residuos de acido poli-a-L-gulurénico na formagéo do bloco G. Um
polimero volumoso e rigido é encontrado nas regides de blocos G e um
polimero na forma de uma fita flexivel nas regides de blocos M, tendo
as regibes MG rigidez intermediaria (Smidsred, 1972). A capacidade
gel formadora e a resultante forca do gel obtido esta assim muito

associada a quantidade de blocos G e ao comprimento desses blocos.



Alto conteudo de blocos G e blocos G longos produzem alginatos com
maior reatividade ao calcio e mais forte potencial formador do gel
(Onsoyen, 1997). O grau de polimerizacdo € também importante na
formacéo do gel, e de acordo com Smidsred (1972) deve estar acima

de 200 para se obter uma for¢ca 6tima do gel.

Quando uma solugdo aquosa de aiginato de sdédio & adicionada
por gotejamento a uma solu¢cdo aquosa de cloreto de caicio, um gel
esférico com forma e tamanho regular pode ser formado. As gotas de
alginato, tomadas oralmente, sdo atdoxicas e tem sido reportado
exercerem uma protecédo efetiva sobre a membrana de mucosas do

trato gastro-intestinal (Thies, 1987).

2.3. Celulose e Acetatos de Celuiose

Celulose & o mais importante constituinte da parede celular de
plantas. Em conjunto com alguns outros polissacarideos inertes, a
celulose e constituida de fracdes nao digeriveis de carboidratos de

plantas comestiveis referida como fibra dietética (Shahidi, 1993).

Celulose € um polimero linear polidisperso de origem vegetal e
¢ composto por ligagdes [B-1,4 de residuos de D-glicose. Celulose é
insolivel em &agua, mas pode ser dissolvida em certos solventes
organicos. Embora suporte de celulose tenha sido largamente usado
para adsorcdo de células vivas, o encapsulamento em forma de gel €

menos efetivo devido a perda de viabilidade das células devido ao



contato destas com o solvente orgéanico. Células podem ser
encapsuladas por um mecanismo de precipitagdo pela mudan¢a de
solvente: a suspensao célula-polimero é transferida de uma fase
orgénica para uma fase aquosa. Todas as células tém sido
imobilizadas com a intengdo de reter somente a capacidade catalitica
de certas enzimas. Linko et al. (1987) tém encapsulado numerosas
bactérias e celuias de levedura dentro de capsulas de celulose usando
um sistema constituido de solvente de cloreto de N-etilpirimidina,
dimetiiformamina e sulféxido. Técnicas similares tém sido
desenvolvidas para encapsulamento de células em di e tri-acetato de
celulose (Linko, 1982).

As propriedades dos derivados de celulose sao fortemente
dependentes do grau de substituicdo e, no caso de misturas de
derivados, da razdo molar dos substituintes (Olaru, et al., 1995).

Acetato de celulose € um material termoplastico, podendo-se
obter filmes pela sua exitrusdo ou pelo uso de solventes. Filmes de
acetato de celulose séo cristalinos e resistentes. Sua propriedade de
barreira contra umidade e gases ndao & boa, mas o filme de acetato de
celulose & excelente para certos produtos que contém umidade elevada
porque permite a troca de gases, como no processo de respiracéo,
evitando a formagéo de depdsitos de agua dentro da embalagem
(Hanlon, 1882). No entanto apesar de ser biodegradavel o acetato de

celulose néo & comestivel (Krochta e Mulder-dohnston, 1997).

Garcia et al (1989) reportaram a preparacdo de capsulas de uso
potencial terapéutico feitas de membranas de poiimero de acetofitalato
de celulose (AC) contendo um composto protetor encapsulado junto

com uma enzima (invertase). Em pH similares ao do suco gastrico as
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microcapsulas foram estaveis e ofereceram proteg¢do a enzima. Em
valores de pH similares ‘ao do intestino as microcapsulas foram
desintegradas e as enzimas foram liberadas para exercer sua agao

catalitica.

Kim et al. (1988) descreveram um meétodo de preparacédo de
microcapsulas estaveis contendo bactérias &cido-lacticas e
investigaram o uso de AC para outros recheios. AC foi usado com
sucesso no preparo de microcapsulas contendo material antigénico

ativo e outras proteinas para consumo oral.

Acetofitalato de Celulose (AC) tem sido largamente utilizada
como cobertura entérica para tabletes e capsulas (Beyger e Nairn,
1986). Esse produto é vendido em forma de pd branco seco, que pode
ser disperso em agua para criar um liquido para filme de cobertura
entérica, tipicamente usada na concentracdo de 10 a 15% (FMC,
1998). AC tem uma viscosidade moderada, e € apropriado para uso na
formacdo de filme pela adicdo de diferentes plasticizantes. A
desintegracdo do polimero e subsequente liberagdo da droga ocorre
em pH acima de 6.5 (Vera, et al., 1897).

Derivados de celulose foram adicionados ao alginato de sodio
com o intuito de modificar a liberagdo de compostos ativos atraves da
membrana de microesferas; estes derivados de celulose aumentaram
o grau de aglomeragdo das microesferas. A eficiéncia de
encapsulacado e liberacdo dos compostos ativos foram influenciadas
pela natureza quimica dos derivados de celulose bem como pela sua
viscosidade (Chan et al., 1997). A estrutura quimica do acetofitalato

de celulose é dada na Figura 2.3.
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Figura 2.3. Estrutura do Acetofitalato de Celulose (fonte: Joaquim
et al., 1990).

2.4. Difusdo e Liberagdo Controlada

A difusdo € um processo de permeacao determinado pelo gradiente
de concentragcdo ou por forcas atrativas intermoleculares (Mellenheim e
Passy, 1985). A difusdo é controlada pela solubilidade do componente na
matriz e pela permeabilidade deste componente através da mesma, porém
a pressdo de vapor ou a concentragcdo da substincia dos dois lados da

membrana € muito mais expressiva (Reineccius, 1995).

Em céapsulas com alto teor de umidade, a taxa de perda de um
componente de uma solugdo que estd sendo seca, depende principalmente

da sua volatilidade, enquanto que em baixo contetdo de umidade o
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coeficiente de difusdo do componente é o fator determinante (Thijssen et
al., 1970).

A correlacao entre difusividade, raio da molécula ou particula que se
difunde, a temperatura e a viscosidade do meio de difusao para moléculas
grandes presentes em solugdes diluidas é dada pela heterogeneidade da
estrutura com a presenca de membranas, redes, camadas, poros além dos
fenémenos de sorcdo dos solutos pela agua e pela ocorréncia simultanea
de transferéncia do soluto e da agua, resultantes de gradiente de

concentracao e de forgas osmoticas (Guilbert, 1885).

A cinetica de liberagdo de materiais de recheio tanto de matrizes
poliméricas  hidrofilicas quanto  hidrofébicas tem sido estudas
experimentalmente, e a quantidade liberada representada por uma cinética

t'? tem sido geralmente observada (Papadokostaki, et al., 1998).

De acordo com Koida et al. (1987) 0 mecanismo de transporte do
agente ativo através da microcapsula pode ocorrer: a) através de uma
fase polimérica continua (Flynn et al., 1974); b) através de canais
interconectados como poros minusculos ou pequenos rompimentos {Deasy,
1984); ou c) paralelamente atraves da fase polimérica continua e através
de canais interconectados (Barrie, 1968) a partir do qual modelos

matematicos de fluxo através da capsula podem ser estabelecidos.

De acordo com Thies (1995), a liberagcdo do material de recheio
pode ocorrer de diferentes formas, podendo-se representar quatro modeios
tedricos de curvas de liberacdo. O primeiro considera a existéncia de um
mecanismo de “disparo” que inicia a liberagdo. Geralmente a presenca de
uma forca externa é responsavel pelo inicio da liberacado. Outros fatores,

entretanto, podem ser responsaveis por este “disparo” tais como calor, luz,
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pH e degradagdes quimicas da capsula. O segundo mecanismo assume
que a parede da capsula atua como um reservatorio, supondo-se entéo,
que a taxa de liberagdo € constante. O terceiro modelo pressupde a
migragéo através da parede, mas considera um efeito adicional de
liberagdo ocasionado por pequenos rompimentos na estrutura da capsula.
O quarto modelo considera a parede como uma membrana semipermeavel

e seletiva a diferentes massas moleculares.

Nao existe um unico tipo de curva de liberagao que satisfaga todas
as necessidades. As capsulas desenvolvidas para liberagao controlada
tendem a apresentar liberagao de primeira ordem. A cinética de liberacao
de substancias ativas de uma populagdo de micro-particulas que,
individuaimente, liberam seus contelidos a taxas constantes pode ter um
perfil de ordem zero, primeira ordem, sigmdide ou bifasico. A equacéo de
liberagdo depende da distribuicdo estatistica dos parametros que
determinam a liberacdo entre a populagao. Casos tipicos sao
apresentados em termos da distribuicdo de dois pardmetros: a massa do
recheio (m.) € 0 tempo para a total linearizacao do recheio (i) que também
definem uma constante da taxa de liberagdo (K). A heterogeneidade dos
dois paradmetros geralmente leva a um comportamento de liberagcdo de
primeira ordem de uma populagdo, enquanto que a heterogeneidade de um
parametro somente pode levar a diferentes equacdes de liberagcido de uma
populagédo, i.e., ordem zero (m. heterogéneo) ou de primeira ordem (t.
heterogéneo). Uma distribuicao bifasica pode levar a um aparente efeito
de ruptura da estrutura da microcapsula, com a mudanca da cinética de
liberagéo. A presenga de um terceiro parametro heterogéneo, fase lag,

apresenta uma curva de liberacéo sigmoéide (Donbrow, 1988).

Em geral a raz@o de liberagdo encontrada para uma microcapsula

considerada individualmente € de ordem zero, meia-ordem ou primeira
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ordem. “Zero-ordem” ocorre quando o nlcleo & um material puro que pode
liberar-se através da parede da microcapsula com material puro. Se a
cinética de liberagdo & de ordem zero, a velocidade de liberagdo ¢
constante, o que, na préatica, pode ser dificil de se obter. Atualmente,
mecanismos utilizando bombas osméticas (Wong, 1992) e géis reticulados
apresentam liberacao do agente ativo com este tipo de cinética. Liberacéo
de “meija-ordem” geralmente ocorre com particulas da matriz. Liberagao de
“primeira-ordem” ocorre quando o material de nucleo & na verdade uma
solucdo. Este tipo de processo é o mais comum e a cinética de liberacéo
obedece ao modelo de Fick. Difusao depende do tamanho, forma e
polaridade da molécula penetrante bem como da cadeia do polimero, que
inclui forcas de atrages intercadeias tais como pontes-de-hidrogénio e
interagbes de Van-der-Waals, grau de ligacbes e quantidades de
cristalinidade. E sabido que para o sucesso da encapsulagéo deve ocorrer
a formacao de uma estrutura amorfa meta estavel. Reducgao do contetdo
de agua aumenta a temperatura de transicéo vitrea, e resulta em uma
matriz amorfa impermeavel para compostos organicos bem como para o

oxigénio. A permeabilidade a dgua mantém-se finita (Thies, 1994).

Considerando a difusdo de solutos para dentro e para fora das
gotas de um gel; para solutos de baixa massa molar em comparag¢do com
a porosidade das gotas (10 a 20nm), o coeficiente de difusdo n&o foi
afetado pelo pH ou forca idnica do meio. O coeficiente de difusédo decresce
com a massa molar de certas moléculas, mas a variagdo do coeficiente de
difusdao nem sempre segue a lei de Stoke-Einstein. Ao contrario do
coeficiente de difusdo, o coeficiente de particdo é afetado pelo pH e/ou
forca idnica do meio. Isto significa que certas forgas atrativas ou repulsivas
de interagdo podem existir entre as moléculas difundidas e as cadeias do

gel de alginato (Mestdagh e Axelos, 1999).



A equagdo de Stokes-Einstein é a mais comumente utilizada na
avaliac@o da difusdo de solutos em liquidos e é dada pela Equacgdo 2.1 a
seguir (Janolio, 1982, citado em Cabral, 1990).

Kg T
12 = m Eq. 2.1
onde: D:. - Difusividade do soluto (1) no solvente (2)
Kg — Constante de Boltzmann
L -> Viscosidade do solvente
R, -» raio do soluto
T —» temperatura absoluta (°K)

Outras correlagbes semi-empiricas sado aplicadas para avaliacéao da
difusdo e entre elas, uma de bastante uso € a correlagao de Wilke-Chang
(Reid et al., 1988).

O metodo mais comum de determinagéo da difusividade em solucao
€ através da utilizacao de uma célula de diafragma formada por dois
compartimentos de solugdo com o soluto em estudo, e em concentracdes
diferentes, separadas por uma membrana porosa. Através da medida da
variagdo das concentragbes no tempo é possivel a determinacdo do
coeficiente de difusdo. Para a determinacéo da difusividade efetiva, basta
substituir o diafragma por uma membrana do gel em estudo (Furui, 1985).

Em outro estudo, Toda e Shoda (1975), utilizaram um tubo contendo
o gel imerso em uma solugdo do soluto a ser difundido, mantendo o
sistema sobre agitacdo e a temperatura controlada por um certo tempo.
Apds o tempo considerado o gel foi fatiado e a concentracao do soluto

determinada, obtendo-se um perfil de concentragdo. Os requisitos basicos
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deste metodo sdo:. a concentragéo do soluto no meio em agitacdo deve
permanecer constante sendo o tempo fixado de forma que a frente de

concentracao nao atinja a outra extremidade do sélido.

Difusividade efeliva de solutos em alginato de calcio, utilizando-se
estado nao estacionario, em esferas de gel imersas em volume de liquido
finito, foram medidas por Tanaka et al. (1984), utilizando equactes
estabelecidas por Crank (Equacido 2.2), podendo-se considerar a difusao

do interior ao exterior da capsula ou do exterior ao interior da mesma.

_a G Mifﬁ-(ﬂa)-e‘m‘ﬁ“az ‘a sen(q,-r/a)

Cr 140 | % 9+9.0+q?-0® r  seng, Eq. 2.2
onde: Cp — Concentragdo de substrato
Cio — Concentracao inicial do substrato
a — Didmetro da capsula
r -» Raio
t — Tempo
N [,\l).(“‘“‘asJ
n 3

V — Volume da solugdo, excluido o espaco ocupado pelas
capsulas
N — Nuamero de capsulas

gn — Termos de raiz positiva = 0.

A maioria dos efeitos de difusdo relatada em géis pode ser
explicados com base na mudanca na tortuosidade t ou porosidade ¢
mudanga no cceficiente de particdo; interagdo de moléculas grandes com
a rede da matriz do gel, interacaoc entre solutos de diferentes difusdes; e

efeitos da temperatura (Willaert e Baron, 19986).
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A formacao de géis ou emulsbes pode restringir a difusdao, embora
nao ocorra redugao significativa da atividade de agua. Quando pequenas
concentragOes dos agentes gelificantes sdo usadas, a difusividade de
solutos com baixa massa molar pode nao ser afetada enquanto a difuséo
de moléculas de alta massa molar com altas concentfac;ées do agente
gelificante ou quando existir alguma afinidade entre o agente gelificante e a
molécula que se difunde pode ocorrer uma redugdo significante na
difusividade aparente (Guilbert et al., 1985).

Entre os sistemas poliméricos de liberagdo controlada de agentes
ativos, capsulas de gel de alginato de calcio sdo consideradas como sendo
sistema reservatorio quando o material de recheio é dissolvido junto a
solugdo de calcio e esta solugéo é gotejada dentro da solugédo de alginato,
formando uma pelicula; enquanto a difusdo através das capsulas, quando
capsulas de alginato de calcio sdo obtidas pelo gotejamento da solucao de
alginato de sodio contendo o material de recheio na solugédo de cloreto de
calcio, o modelo parece ser o de difuséo controlada pela matriz do gel
(Tomida et al., 1993).

Smidsr¢d (1974), estudou a porosidade de géis de alginato usando
microscopia eletrnica de varredura e encontrou uma grande distribuicao
de didmetros de poro variando de 5 a 200 nm. Proteinas globulares com
raio de giro de 3 nm carregadas negativamente podem ndo ser
encapsuladas dentro da malha de alginato, podendo difundir livremente no
solvente (Martinsen et al., 1989). Klein et al. (1983) usaram cromatografia
e dextranas de tamanhos conhecidos como padrido, para avaliar os
diametros dos poros de geéis de alginato de calcio, observando que os
mesmos foram uniformes. Os didmetros de 6,8, 14,1 e 16,6 nm foram
observados para o tamanho de poro de trés alginatos diferentes. Pelos
estudos da distribuicdo do tamanho do poro usando microscopia eletrénica

foi sugerido que ha uma maior constricdo da superficie da capsula do gel
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que no seu interior (Andresen et al., 1977). Skjak-Braek et al. (1989),
encontraram que a estrutura de alginato € governada nao somente pela
concentracdo e estrutura quimica do material do gel, mas também pela

cinética de formacéo do gel.

O tamanho do poro do gel refletido pela viscosidade do
encapsulante devido ao tamanho da molécula e/ou sua concentracdo pode
afetar a difus@o de substratos ou produtos e limitar as taxas de reag¢éo das
células ou enzimas encapsuladas. Substratos de baixa massa molar
podem facilmente difundir para dentro e para fora de uma matriz com poros
grandes. Os principais fatores na selecdo do sistema mais efetivo para a
imobilizacao de celulas ou enzimas sdo o tamanho do poro definido pelo
tamanho molecular e a estrutura do composto usado como carregador, bem
como o tamanho do substrato que se queira difundir através da parede da

capsula (Tanaka et al., 1984).

O tamanho do poro distribuido pelo gel € um parametro critico por
causa de sua influéncia na difusdo de moléculas tais como substratos e
produtos através de Iimobilizacdo de biocatalizadores. Aléem disso,
adsorcao de proteinas de baixa massa molar em gotas de gel de alginato
pode ser controlada pelo ajuste do pH ou forga idnica média. Uma
liberacdo controlada de proteinas pré-adsorvidas pode também ser
conseguida de maneira semelhante (Vellings et al., 1994, citado em
Mestdagh e Axelos, 1999).

A concentracdo de cations, a forca ibnica € o pH determinam a
cinética de formacao do gel bem como o volume e a estabilidade do
suporte. A distribuicdo dos tamanhos de poro variam e influenciam a
difusdo de moléculas. Os coeficientes de particdo sédo afetados pelo pH e

pela forca idnica do meio. O peso das gotas/capsulas formadas decresce
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com o tempo devido a contragéo da matriz e expulsao da agua (Mestdagh e
Axelos, 1999).

As matrizes na forma de gotas de gel de alginato se contraem em
grande extensdo, conforme o pH do meio decresce por causa do
decrescimo de solubilidade devido ao aumento da fracdo de grupos
carboxilicos nao ionizados com a consequente liberagédo de agua, levando
a possibilidade de formacéo das gotas, mesmo sem a adigdo de ions calcio

(Yotsuyanagi et al., 1891).

Ocorre influéncia do pH na difusdo de substratos carregados porque
a matriz de gel de alginato se encontra negativamente carregada. No
estudo realizado por Martinsen et al. (1992), observou-se que a razdo da
difusdo da proteina utilizada era aumentada com o aumento do pH devido

ao acréscimo de cargas negativas da proteina.

A difusao de solutos em gel de alginato é também afetada pela
composigdo quimica do alginato. O coeficiente de difusdo de albumina em
4% de geéis de alginato de calcio provenientes de Laminaria digitata,
Macrocyctis pyrifera € L. hyperborea cresceu com o decréscimo do

conteudo do acido gulurénico (Martinsen et al., 1992).

Ostberg e Graffuer (1994) observaram que a utilizag&o de alginatos,
contendo menores quantidades de residuos G na matriz, apresentou mais
baixa eficiéncia de encapsulagdo e também uma liberagdo do agente ativo

mais rapida.

Valores de pH entre 4 e 10 n&@o afetam o volume das
gotas/capsulas; protonagac de grupos carboxilados abaixo de pH 4 reduz a
repuisao eletrostatica entre as cadeias de alginato e promovem uma
reducdo das gotas/capsulas. Em valores de pH muito baixo (pH<2) o

alginato precipita e forma gotas/capsulas brancas muito pequenas e
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inelasticas. Acima de pH 10, Ca (OH)" e Ca (OH), sdo formados; néo
permitindo ligacdes entre cadeias de alginato, mas aumentando o numero
de carboxilatos livres promovendo uma repulsdo eletrostatica e expansao
do volume das gotas/capsulas. As gotas/capsulas s@o dissociadas a pH
acima de 12. O volume hidrodinamico do soluto tem uma influéncia sobre o
coeficiente de difusdo e seu valor decresce quando a massa molar
aumenta. De modo contrario ao coeficiente de difusao, os coeficientes de
particdo sao afetados pelo pH e/ou forga idnica do meio. Isto significa que
algumas forgas de interacao atrativas ou repulsivas podem existir entre as
moléculas difundidas e as cadeias da matriz de alginato (Mestdagh e
Axelos, 1899).

Céapsulas de alginato podem ser estabilizadas pela troca de ions
calcio por outros cations divalentes de maior afinidade por alginato. A série
de afinidades de outros cations divalentes usados na imobilizagdo de
células encontrando-se na seguinte ordem, Ba® > Sr** > Ca®* >> Mg
(Wiliaert e Baron, 1996). Smidsrgd (1974) mostrou que a rigidez do gel

aumentava conforme aumentava a afinidade pelo cation.

Estabilidade mecanica da capsula de alginato de calcio pode ser
consideravelmente aumentada pela secagem parcial do gel. O tamanho da
capsula esférica depende primariamente da superficie de tenséo
(viscosidade) da solugao de sodio e da distancia entre o gotejamento e a
solugéo de CaCl;, e ndo do didmetro interno da agulha (Matulovic et al.,
1986; Smidsred e Skjak-Braek, 1990).

A maior desvantagem do uso de cépsulas de alginato de calcio &
sua sensibilidade a compostos quelantes tais como fosfatos, citratos, EDTA
e lactato, ou cations antigelificantes como s6dio ou magnésio {Mestdagh e
Axelos, 1999).
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Diferentes fatores que afetam a estabilidade de capsulas de gel de
alginato de calcio na encapsulacdo de células viaveis durante a
fermentacao foram estudados por Ogbonna et al. (1989). Eles encontraram
que entre outros fatores, a populagéo inicial de células por ml de capsulas
de gel; o periodo de incubagdo em solugdo de cloreto de calcio: e a
concentracao de aiginato de sddio utilizada na imobilizacdo foram os
fatores mais importantes afetando a estabilidade das capsulas de gel
durante a fermentagdo. Eles recomendaram o uso de gotas/capsulas
recém preparadas incubadas em solugdo de cloreto de calcio por 22 horas

antes do uso.

Tanaka et al. (1984) demonstraram que a difusido do soluto com
massa molar menor que 2x10* Daltons (glicose, L-triptofano e «-
lactoalbumina) ndo foram perturbados pelo aumento da concentracdo de
alginato (2-4% p/v) nem pela concentracéo de CaCl, usada na preparacao
do gel; o coeficiente de difusdo destas substancias encontrado foi
comparavel aos encontrados para difusdo em agua. Para moléculas
grandes, tais como albumina, y-globulina e fibrinogénio, a difusao no gel foi
retardada dependendo da concentracao de alginato e de cloreto de calcio.
Além disso, essas proteinas tiveram difusdo para fora, mas nao para dentro
das capsulas. Por esta razéo, foi sugerido que a estrutura do gel de
alginato de calcio formado na presenga de moléculas grandes de proteina

era diferente dos géis formados na auséncia destas.

Kierstan et al. (1982) estudaram o efeito da dimensé&o do gel, tipos
de alginato e concentragdes e extrusdo dos ions sobre as propriedades de
difusdo dos géis de alginato com referéncia especifica para seu uso em
técnicas de cromatografia de difusdo e separacdo de sdlidos. Seus
resultados demonstraram que as caracteristicas de difusdo de compostos
de baixa massa-molecular, tal como acido desdxidorribonucleico (DNA),

nao foram afetadas pela concentragéo do ion calcio ou do gel de alginato.
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Entretanto, no caso de compostos de alta massa-molecular, como a
hemoglobina, as caracteristicas de difusdo embora nao afetadas pela
concentragdo de calcio, foram significativamente afetadas pela
concentracao do gel de alginato. Contudo as caracteristicas de difusdo de
ambos os compostos de baixa e alta massa molares foram afetadas pela
dimenséo do gel de alginato formado. O estudo demonstrou que géis de
alginato polimanurdnico possuem boas caracteristicas de porosidade,
enquanto alginatos poli-gulurbnico formaram géis com baixa porosidade,

especialmente com respeito a compostos de alta massa-molecular.

Embora a porosidade dos geis de alginato formadores de capsulas
permita a livre difusdo de solutos aquosoliveis, materiais lipidicos irdo ser
mantidos dentro da matriz, mesmo sendo de baixa massa molar, quando a

solugdo contendo as capsulas for aquosa (King, 1988).

Microcapsulas utilizando misturas quitosana-alginato usadas no
trabalho de Okhamafe et al. (1996) mostraram uma propriedade de
liberagao insatisfataria, perdendo 94% da proteina encapsulada (albumina
bovina) em um periodo de 24 h a pH 1,2. A incorporagéao de um polimero
pH sensivel, acetato succinato de hidroxipropil metilcelulose (HPMCAS),
nas microcapsulas, pela cobertura da membrana da capsula bem como
pela mistura com material polimérico do nucleo em varias concentragdes,
produziram mudang¢as significantes na liberacdo. A pH 1,2, as capsulas
modificadas retiveram mais de 60% da proteina encapsulada apés 24h
(Okhamafe et al., 1998).

Sezer e Akbuga (1999) observaram que a adicdo de quitosana
aumentou a capacidade de preenchimento das gotas/capsulas de alginato,
sendo também maiores em tamanho. Por outro lado, a adicdo de quitosana
na estrutura do gel de alginato, reduziu a liberagcdo de drogas

macromoleculares, tais como dextranas (MM 70000 Daltons), através da



parede da capsula. Em outro trabalho subsequente eles estudaram a
liberacdo de drogas de baixa massa molar e alta solubilidade, através de
geis de aiginato de calcio tratado com quitosana, variando os parametros:
de concentragéo de alginato, da droga, da quitosana, e do cloreto de calcio,
observando que os volumes da fase externa e interna afetaram as
propriedades de retengdo das gotas/cdpsulas. A técnica de secagem
também se apresentou importante para as propriedades de retencdo das
gotas/capsulas. A razdo de liberacdo foi avaliada cineticamente e eles
concluiram que as gotas/capsulas de alginato tratadas com quitosana
poderiam ser utilizadas como um sistema de liberacdo controlada de
drogas com baixa massa molar e alta solubilidade. Eles encontraram que a
concentrag@o de alginato nado afetou o tamanho da gota/capsula; isto pode
ser devido a propriedade do alginato de apresentar alta viscosidade em
solugdo, como reportado por Okhamafe et al. (1996); o decréscimo na
liberacdo da droga foi obtido com a adicdo de quitosana dentro da fase
externa, aumento na liberagdo da droga também ocorreu com aumento da

concentragdo de cloreto de calcio (Sezer e Akbuga, 1999 b).

Varshosaz, et al. (1997) estudaram o efeito de diferentes polimeros,
entre eles acetofitalato de celulose (AC), utilizando o processo de extrusao
para formacdo de micro esferas e para avaliar o efeito sobre as
propriedades fisicas e o comportamento de liberacdo do material de
recheio, utilizando reposicdo de solvente a cada retirada de amostra ao
longo do tempo. Obtiveram como resultado que o tipo de matriz contendo
microesferas de AC e hidroxipropilmetil celulose fitalato (HPMCF) tinham
seus nucleos desintegrados rapidamente tanto em condicéo acida (pH 1,2)
como alcalina (pH 7,4) enquanto esferas cobertas com esses mesmos
polimeros passaram no teste. Eles encontraram que apesar das

propriedades entéricas da AC e HPMCF usada para cobertura de materiais



como microesferas, elas ndo eram vidveis para obter o mesmo efeito

quando incorporadas na matriz das microesferas.

2.5. Oleos Essenciais

Oleos essenciais podem ser definidos como oleos volateis,
odoriferos, de origem vegetal, obtidos por prensagem, destilagao,
destilagdo a vapor, extracdo por solventes e outros processos fisicos efou
quimicos. S&o misturas de compostos, e em principio, pouco solGveis em
agua, mas s&o solUveis em solventes orgénicos, e possuem uma coloracgéo
que vai do amarelo castanho ate o incolor, possuem indices de refragdo
elevados, em média 1,5 e ampla faixa de atividade 6tica (Shreve e Brink,
1977).

Entre os oOleos essenciais o limoneno pode ser classificado como
um terpeno ciclico com fung¢do hidrocarboneto (Bauer, 1985). Possui
massa molar de 136,2 Daltons e ponto de ebulicdo 175,5-176,5° (MERCK

INDEX). Sua estrutura quimica pode ser observada na Figura 2.4.

CH;

N
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Figura 2.4. Estrutura quimica do limoneno.
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2.6. Glicose

A glicose, uma das hexoses mais abundantes na natureza,
apresenta formula quimica (CeHi,0s) € MM 180 Daltons, & um
monossacarideo de aspecto sodlido cristalino, tem um suave poder
edulcorante, sollvel em agua e em alcool e desvia a luz polarizada
para a direita. A glicose ou dextrose é o acglcar obtido de amido,
refinado e cristalizado, suas caracteristicas sd0 méaximas de: 2% de
umidade; 0,25% de sais; 0,6% de maltose e minimo de 98% de
glicose calculada sobre matéria seca. Sua estrutura quimica &

apresentada na Figura 2.5 (Vicente et al., 1996 e Merck Index, 19986).

CH.OH
HO 2 0

HO OH OH

Figura 2.5. Estrutura quimica da glicose.



2.7. Pepsina

Pepsina € a principal enzima digestiva do suco gastrico; atuando
sobre a proteina promovendo a sua hidrélise. Distingue-se das demais
enzimas por ter um baixo ponto isoelétrico (<pH 1.0) e um pH o6timo baixo;
¢ praticamente insollvel em alcali, cloroférmio e éter; e muito estavel em
acidos. Hidrolisa somente ligagdes peptidicas. E isolada do suco gastrico
de bovinos e suinos. Pepsina em solugcéo é destruida por aquecimento
acima de 70 °C ou por alcalis, enguanto a pepsina desidratada é resistente,
quanto a atividade enzimatica, sob aguecimento a 100 °C (MERCK INDEX,
1996).



3. METODOLOGIA

3.1. Materiais

Kit enzimatico para determinacgéo de glicose, Laborlab S/A; alginato
de sodio Manugel DMB, alta massa molar, alto conteido de grupos
guluronato, lote 500771, marca Monsanto; celulose acetato fitalato da
Easteman Kodak Chemical; glicerol P.A. da Synth; solugio de Cloreto de
Calcio 1,5% e Etanol Anidro, ambos P.A. da Merck; pepsina da Sigma lote
25 H 0538 (MM 34500 Daltons, conforme catalogo Sigma); linalol sintético
importado por Petit Marie Ind. e Com. de Prod. Quimicos LTDA; odleo
essencial de laranja contendo 95% de D-Limoneno, fornecido pela

Citrosuco.

3.2. Equipamentos

Cromatografo Varian® 3600: spectofotémetro Beckman DU® 70
Spectrophotometer; micrémetro E\/Iitutoyo® Digimatic 293-521-30 MDC-25M
CE: balanca analitica; Ph-metro Tecnal® bomba peristaltica, Cole-
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Parmer; sistema de eletroforese Mini Protean B!ORAD®, fonte Power Pac
3600; liquidificador doméstico.

3.3. Solugcdées de Polimerizacdo e de Difusio dos

recheios

Trés solugbes foram utilizadas para a polimerizacdo das capsulas;
solucéo aquosa, solugéo acida contendo HCI (0,75 N) e solucdo de acido
citrico (70%), todas contendo 1,5 % de calcio. A estas solugdes foram
adicionadas concentragbes dos recheios nas mesmas porcentagens
utilizadas para as capsulas, evitando a difusdo do recheio antes que as
capsulas estivessem totalmente formadas. Este procedimento foi utilizado
quando os recheios foram glicose e pepsina; para o caso do limoneno a
adicdo do recheio a solucdo de polimerizacdo nao foi necessaria, uma vez

que as polaridades eram antagobnicas.

Para os ensaios de difusdo de recheio foram utilizados solugdes de
HCI 0,1N, gquando os recheios eram glicose ou pepsina, e solucdo de etanol
anidro contendo de 2,5 mg de linalol por ml como padrio interno, quando o

recheio utilizado era limoneno.

As solugbes foram feitas em quantidades suficientes para a
realizag@o de todos os ensaios evitando-se assim erros de manipulacéo e
diferencas de concentracdes entre os ensaios. As mesmas foram

armazenadas em local fresco e ao abrigo da luz.



3.4. Formacgédo das Capsulas Gelificadas de Glicose,

Limoneno e Pepsina

As quantidades utilizadas para a formulagdo de cada um dos
ensaios analisados estdo descritas na Tabela 3.1. Os ensaios descritos
foram realizados em ftriplicata a temperatura ambiente, sendo a

guantificacdo do recheio feita em triplicata.

A dissolucdo dos componentes da solucdo encapsulante foi feita em
agua destilada, em seguida o pH acertado para valores entre 7-8 para
glicase e limoneno e entre 5-6 para pepsina, com HCI 0,1N ou NaOH 25%.
A massa final foi acertada em balanca analitica utilizando agua destilada.
A solugdo foi entdo agitada até completa dissolucéo e a saida de possiveis
bolhas formadas. A seguir procedeu-se o gotejamento, a velocidade média
de 5 mi/minuto e a distdncia de 15 cm, da solucdo encapsulante nas
solugées de polimerizagdo, mantendo-se as capsulas gelificadas em
repouso nessas solu¢des por 30 minutos para permitir a sua maturacao.
Para o limoneno foi feita uma homogeneizagédo, em liquidificador por 1

minuto, antes do gotejamento.

Apds a maturacdo as capsulas foram recolhidas com uma peneira,
sendo parte destinadas a medi¢cdo de didmetro e parte ao teste de difuséo.
Nos ensaios de difusdo foram utilizadas as seguintes relacdes massa de
capsula/massa de solugao (g/g): 1:.19; 1:.19 e 1.5 para glicose, limonenc e

pepsina respectivamente.



Tabela 3.1. Formulagdes dos géis utilizados nos ensaios de
analise de difusdo (composicdo em massa A= 1% de
alginato de sddio; 20% de glicerol; 1% de Tween 80
e B= 1% de alginato de sédio; 20% de glicerol: 1%
de Tween 80; 20% de Acetofitalato de Celulose).

Solu¢do Encapsulante Recheio Solugdo Extrusora
(em massa) {em massa)
A 0,5% glicose Caicio 1,5%
A 0,5% glicose Calcio 1,5% acidificado com
HCI 0,75N
A 0,5% glicose Calcio 1,5% acidificado com
acido citrico 70%
B 0,5% glicose Calcio 1,5% acidificado com
HC! 0,75N
B 0.5% glicose Calcio 1,5% acidificado com
acido citrico 70%
A 10% limoneno Calcio 1,5%
A 10% limoneno Célcio 1,5% acidificado com
HCI 0,75N
A 10% limoneno Calcio 1,5% acidificado com
acido citrico 70%
B 10% limoneno Calcio 1,5% acidificado com
HC! 0,75N
B 10% limoneno Caicio 1,5% acidificado com
acido citrico 70%
1% pepsina Calcio 1,5%
1% pepsina Calcio 1,5% acidificado com
HCI 0,75N
A 1% pepsina Calcio 1,5% acidificado com
acido citrico 70%
B 1% pepsina Calcio 1,5% acidificado com
HCI 0,75N
B 1% pepsina Calcio 1,5% acidificado com

acido citrico 70%
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A adi¢ao de pepsina somente foi feita apds a estabilizagdo do pH e
total dissolug@o da AC, para evitar sua desnaturagdo. Apds a maturagio
as capsulas contendo pepsina foram pesadas e parte delas lavada com
agua destilada na relagao 1:2 (g de capsula/ml de agua), utilizando-as para
a quantificagado da proteina total e para os teste de difusdo. A agua de
lavagem foi coletada para posterior quantificacdo da proteina total da

superficie das capsulas.

3.5. Medida de Tamanho das Capsulas Gelificadas

Foram retiradas 3 por¢des de 20 capsulas apés o periodo de 30
minutos de cura na solugdo de calcio medindo-se o diametro em
micrémetro (Digimatic 293-521-30 MDC-25M CE, Mitutoyo, Japan)
(Nussinovitch et al., 1897). Procedeu-se da mesma forma apés o periodo
de 6 horas, para recheios de glicose e limoneno e apds 3 horas, quando

pepsina foi utilizada como recheio.

3.6. Teste de Difusdo da Glicose

A difusao foi acompanhada pela migracdo dos recheios ao solvente
(HC1 0,1N) durante 6 horas com coletas em friplicatas em intervalos de uma
hora. As capsulas foram colocadas em contato com o solvente através de
uma malha que protegia as mesmas da acdo de friccdo do agitador
magnetico permitindo a circulacéo do solvente sem danifica-las. O teor de
glicose foi determinado utilizando-se um kit da LABORLAB e uma curva

padrao colorométrica, em espectrofotOmetro a 505 nm de acordo com
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Henry (1974). O experimento foi realizado sem reposicéo de solvente.

3.7. Teste de Difusao do Limoneno

A difusao foi acompanhada pela migracéo dos recheios ao solvente
durante 6 horas com coletas em triplicatas em intervalos de uma hora.
Utilizou-se solugéo de etanol P.A., adicionado de 2,5 mg/ml de linalol como
padrao interno. As capsulas foram colocadas em contato com o solvente
de forma idéntica ao item anterior. O teor de limoneno foi determinado
através de cromatografia gasosa, com injecbes de 2 ul diretamente do
solvente exceto nos ensaios de mistura de alginato-AC a qual procedeu-se
uma prévia filtragem do solvente antes da injecdo. A determinagéo do
limoneno foi realizada em cromatografo Varian® 3600 com coluna capilar de
fase liquida DB-WAX filme 0,25 mm, dimensdes da coluna 30m x 0,252mm,
fluxo da fase moével H; 1,2 mi/min a 70° C, detetor FID 250° C com
atenuacdo 16 e range 10, condi¢gbes do FID H; e N; 30 mi/min, ar sintético
300 ml/min, corrida de 11 minutos com injetor isotérmico a 200°C e a
seguinte programacao de temperatura: 70°C/2 min, até 100°C a 6°C/min,
até 130°C a 10°C/min, utilizando padrao interno 2,5mg/m! de linalol. O

experimento foi realizado sem reposicao do solvente.

3.8. Teste de Difusao da Pepsina

A difusdo foi acompanhada pela migragdo da pepsina para o
solvente (acido cloridrico 0,1 N) durante 210 minutos com coletas em

intervalos de 30 minutos, seguindo procedimento anterior (3.6). A anéalise
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de difusdo foi feita, tanto nas cdpsulas sem lavar como nas lavadas,
utilizando-se reposic&o do solvente em volume igual ao retirado, conforme
sugerido por Nussinovitch et al. (1997) e Fattah et al. (1998). A analise de
proteina foi realizada através do método de Kjeldahi (AOAC , 1984),
utilizando uma quantidade de amostra adequada a sensibilidade do

método.
3.9. Eletroforese

A eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE, 12% de
acrilamida, 120V) das proteinas livre e difundida foi determinada de acordo
com o procedimento de LAEMMLI (1970). No preparo da amostra foram
utilizados sodio dodecil sulfato (SDS) e B-mercapitoetanol. A amostra

liofilizada teve seu pH ajustado até atingir a coloragao azul.

3.10. Analise Estatistica

Para verificar a existéncia de diferenca significativa entre os valores
obtidos foi utilizado a analise de diferenga de médias a 5% de acordo com
o teste de Tukey com auxilio do software STATISTICA® for Windows 5.0,
Diferencas entre as medidas obtidas nos ensaios foram avaliadas para

cada tempo.



4. Resultados e Discussao

A existéncia de poucos trabalhos na literatura sobre a difusédo de
substratos em géis de alginato de calcio indica a necessidade de mais
pesquisas para estender e otimizar esse tipo de matriz contendo diferentes
agentes ativos. O conhecimento do processo de difusao podera permitir o

desenvolvimento de sistemas onde a liberacdo seja controlada.

Iniciaimente testes preliminares indicaram que gotas de alginato
fabricadas sem recheio se apresentaram translicidas enquanto as que
continham recheio se apresentaram opacas. Nos ensaios preliminares,
inicialmente foi testada a quantificagdo da proteina (pepsina) pelo
metodo do Biureto, mostrando-se este método inviavel devido a alta

turbidez da solugdo mesmo apés filtragem e centrifugacgao.

Durante o processo de gotejamento foi mantida a distancia de 15
cm entre a saida da bomba peristaltica e a solugcdo de cloreto de calcio,
possibilitando assim a {otal imersdo das gotas nas solucdes de calcio. O
gotejamento da solugéo de alginato de sédio muito proximo a superficie da
solugédo de cloreto de calcio resulta na formacao de gotas deformadas ou
apresentando caudas como também observado por Lim e Moss (1981),
podendo ainda ocorrer a gelificacdo do alginato de calcio na saida da
bomba de gotejamento, sendo, portanto, necessarioc manter-se uma

distancia minima como recomendado por Neau et al. (1993). Apoés as gotas
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de alginato de sodio entrarem em contato com a solugédo de calcio ou calcio
acidificado com HCI 0,75 N, o suporte gelificado formou-se imediatamente.
Durante os primeiros minutos, as capsulas permaneceram na superficie.
Apos algum tempo, submergiram provavelmente devido ao aumento de
densidade, como também observado por Mestdagh e Axelos (1999). Este
comportamento n&o ocorreu na solugdo contendo Aacido citrico 70% e
calcio, onde as capsulas permaneceram na superficie da solucao durante
todo o periodo de maturagdo, provavelmente devido a densidade desta
soluga@o ser maior do que a solugao contendo acido cloridrico.

O periodo de maturagdo durou 30 minutos, permitindo que as
ligagbes intercruzadas para formagdo do gel ocorressem ientamente,
processando-se progressivamente da superficie para o interior da capsula
(Mestdagh e Axelos, 1999). Imediatamente ap6s a maturacéo, as capsulas
apresentaram-se frageis e apdés o experimento de difusdo, pode-se
observar que as mesmas se apresentaram mais rigidas. Isto foi mais
evidente nos ensaios onde a gota foi formada em solugdo de acido citrico

70% contendo calcio.

As capsulas formadas apresentaram diametro médio de
aproximadamente 2,0 mm com desvio padrdo de 0,3 quando recém
formadas (tempo () e 2 mm com desvio padréo de 0,2 apds o periodo de 3

a 6 horas em solucao de difusio.

O desvio padréao ligeiramente menor apresentado apés o tempo de
imersao deve-se provavelmente ao fato das capsulas perderem agua
durante a permanéncia em solugéo, além do que o maior tempo em solugdo
acarreta o aumento das ligagbes intercruzadas para a formacdo do gel
aumentando sua rigidez e com isso facilitando as medidas de diametro,

efeito também observado anteriormente por Lim e Moss (1981) e por
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Mestdagh e Axelos (1999).

A analise da Tabela 4.1 contendo os resultados das medidas de
diametros efetuadas nos diversos tratamentos, antes do experimento de
difusdo, demonstra que entre os sistemas recheados com glicose, as
capsulas de alginato-AC polimerizadas com HC! contendo calcio
apresentaram maior diametro seguido das capsulas fabricadas com
alginato polimerizadas em solucdo de CaCls. Ambas diferiram
significativamente dos sistemas de capsulas de alginato e alginato-AC
polimerizados com &cido citrico, que apresentaram menor didmetro. As
capsulas de alginato contendo glicose polimerizada com HC! contendo
calcio apresentaram didmetro intermediario, diferindo significativamente
(p<0,05) apenas das céapsulas de alginato-AC polimerizada em HCI
contendo calcio. Uma ordem crescente de diametro foi observada para os
sistemas de capsulas de alginato recheados com limoneno ou pepsina,
sendo o maior didmetro observado para as capsulas polimerizada em HC|
contendo calcio, seguido das polimerizadas em solugbes de calcio e das
polimerizadas em acido citrico, porem sem apresentar diferencas

significativas (p<0,05).

Quando a solugdo de polimerizagdo continha apenas calcio em
solugé@o, o ensaio efetuado para capsulas contendo glicose ou limoneno
envoltos por alginato, foram observadas diferencas significativas a p<0,05

entre seus diametros.

As capsulas contendo pepsina polimerizadas nas solucbes acidas
de HCI e acido citrico, ndo apresentaram diferencas significativas entre as
capsulas contendo limoneno ou glicose para o sistema de polimerizacao
contendo HCI e calcio. Diferen¢as significativas foram observadas para a

solug@o de acido citrico entre pepsina e glicose na matriz alginato. Para
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esse mesmo sistema nao foram observadas diferencas significativas entre

os recheios limoneno e pepsina.

Tabela 4.1. Média dos didmetros das capsulas de Alginato e Alginato-AC
(mm) e respectivos desvios-padrdo antes da imersdo na
solugdo de difusao.

Solugao de Polimerizagio

CaCl, + Acido

Capsula Recheio CacCl, CaCli; + HCI Citrico

Meédia Desvio Media Desvic Meédia Desvio

Alginato Glicose  2,373* 0,147 2,113% 0,248 2,085 0214

Alginato acetato
fitalato de celulose

Alginato Limoneno 2,036% 0,154 2102* 0,223 2.001° 0230
Alginato Pepsina Sem dados 2,102 0,291  1,702° 0,479

Na comparacao entre tipos de capsulas, recheio e solugéo de polimerizacao, as médias com letras
em comum nao diferem entre si, ao nivel de significancia de 5% (p < 0,05)

Glicose Sem dados 2,417° 0,189 2,063° 0,282

A avaliagéo das diferencas entre os didmetros foi também realizada
nas matrizes apds o tempo de difusédo ter sido completado (Tabela 4.2).
Foram observadas diferengas significativas entre capsulas de alginato-AC
contendo glicose polimerizada em célcio acidificado com HCI em relacgao as
capsulas recheadas com limoneno ou pepsina, independente da solucao de

polimerizacao.

Foram também observadas diferengas significativas entre capsulas
de alginato contendo pepsina polimerizadas em acido citrico em relacdo a
alginato e alginato-AC contendo glicose polimerizados em HC{ ou acido

citrico.

Menores diametros foram observados antes e apés a difusdo para

pepsina encapsulada em alginato polimerizado em acido citrico.
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Tabela 4.2. Média dos didmetros das capsulas de Alginato e Alginato-AC
(mm) e respectivos desvios-padrao apés 6h de imersdo na
solugéo de difusao.

Solugédo de Polimerizagédo

CaCl, + Acido

Capsula Recheio CaCl, CaCl, + HCI Citrico

Méedia Desvioc  Média Desvic Meédia Desvio

Alginato Glicose 1,942 0,127 2,130 0,240 2,133*° 0,247

Alginato acetato

i a ab
fitalato de celulose  °/c0Se sem dados 2,328 0,184 2,142 0,244
Alginato Limoneno 2019 0,197 1943% 0216 2,025° 0,240

Alginato Pepsina sem dados 2,002 0,192  1,755° 0,277

Na comparacao entre os tipos de capsulas, recheio e solucde de polimerizacio, as medias com
letras em comum nao diferem entre si, ao nivel de significancia de 5% (p < 0,05)

Nas solucdes acidas contendo HCI foi observado um decréscimo no
volume, provavelmente devido a sinérese antes e apoés o estudo de
difusdo. Efeito contrario foi observado quando a solugdo de polimerizacao
continha é&cido citrico. Ambos os efeitos independeram do recheio

considerado.

4.1. Ensaio de Difusdao da Glicose

Com relacédo ao experimento contendo glicose como recheio
(Figura 4.1), as curvas de difusdo obtidas para as diferentes situacdes
ensaiadas nao apresentaram diferencas significativas entre si (p < 0,05),

como se pode observar na Figura 4.1 e na Tabela 4.3 (difusdo média dos

" Sinérese — Refere-se a expulsdo de liquido do gel (Fennema, 1996).
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ensaios contendo glicose como recheio). Estes resultados indicaram a livre
migracao da glicose para o solvente imediatamente apés as esferas serem
colocadas para difundir, em todos os sistemas estudados. As curvas da
difusdo da glicose apresentaram um perfil esperado, com a tendéncia de
formar um patamar onde a concentracao de glicose difundida é constante,
considerando que o experimento foi realizado sem reposicdo do solvente.
Os resultados obtidos estdo em concordancia com os anteriormente
observados por Tanaka et al. (1983), onde a glicose difundia-se
imediatamente apds a imersdo das capsulas na solugdo e quase gque
totaimente nos primeiros 30 minutos de ensajo. Esses autores
encontraram uma boa correlagdo dos resuitados experimentais com o valor
calculado através de modelagem matematica da difusao considerando que
o substrato encontrou livre difusividade devido ao tamanho dos poros

apresentados pelas capsulas.

A acetofitalato de celulose foi adicionada as capsulas de
alginato no presente experimento com a finalidade de diminuir a
porosidade das capsulas, como reportado por Chan et al. (1997), no
entanto, como observado na Tabela 4.3, a analise estatistica dos
resultados nao apresentou diferenga significativa em relacdo aos
ensajos contendo somente capsulas fabricadas com alginato de
calcio. Obteve-se novamente uma difusdo imediata do recheio,
indicando que a adigdo de AC nao diminuiu suficientemente o
tamanho dos poros, o que poderia funcionar como barreira a
substratos de baixa massa molar como a glicose. Cheetham et al.
(1979) determinaram o coeficiente de particdo para a sacarose em
alginato de calcio, de 0,84, indicando que 84% do volume interno do
gel foi acessivel a sacarose quando a difusdo ocorria de fora para

dentro da matriz evidenciando a alta porosidade da matriz utilizada.
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Figura 4.1. Média das concentra¢des em mg de glicose difundida por mi
de solucado de HC! 0,1 N em funcéo do tempo (min).

Ensaios: 1. Capsula de alginato gotejada em solugédo de CaCl; 1,5%; 2.
Capsulas de alginato gotejada em solugdo de CaCl, 1,5% acidificada com
HC! 0,75N; 3. Capsula de alginato gotejada em solucao de CaCl, 1.,5%
acidificada com acido citrico 70%; 4. Céapsula de mistura alginato-AC
gotejada em solucdo de CaCl, 1,5% acidificada com HCI 0,75 N; 5.
Capsula de mistura alginato-AC gotejada em solucdo de CaCl;, 1.5%
acidificada com &cido citrico 70%.



Tabela 4.3. Quantidade média em mg de glicose difundida por mi
de solugao de difusdo (HCI 0,1N) em fungéo do tempo
(min).

Tempo (min)
0 30 60 120 180 240 300 360

Ensaios

Ensaio 1 0,283% 0,265° 0,284° 0,293% 0,286° 0,280° 0,293° 0,202°
Ensaio 2 0,315° 0,315" 0,305 0,307° 0,264® 0,298% 0317 0.286°
Ensaio 3 0,348° 0,276° 0,292° 0,294° 0,336 0,300° 0,302° 0,292°
Ensaio 4 0,307% 0,211% 0,223° 0,265° 0,2497 0,262° 00,2852 0,322°
Ensaio 5 0,281° 0,244 0,253° 0,270 0,267° 0,250° 0,278° 0,289°

Na comparagéo entre os ensaios para cada tempo, as médias com letra em comum
indicam que os ensaios néo diferiram entre si, ao nivel de significancia 5% {p<0,05).
Descric&o dos ensaios. vide Figura 4,1,

4.2. Ensaio de Difusdo de Limoneno

O etanol foi utilizado como solvente para a analise de difusao
do limoneno devido ao carater antagdnico de polaridade entre o
limoneno e a &agua. O limoneno € um monoterpeno hidrofébico
(Bishop et al., 1998) e praticamente insolivel em agua, o que foi
constatado durante os ensaios preliminares onde se utilizou uma
solugcdo aquosa, HCL 0,1N verificou-se a nao ocorréncia de difusao
do recheio para a solugdo devido as diferencas de polaridade entre

recheio e solucao.

52



Quando limoneno foi utilizado como recheio o grafico da
difusdo média (Figura 4.2), mostrou perfis semelhantes para as
diversas combinag¢des estudadas incluindo a utilizagao de alginato,
mistura alginato-AC, curados em acido cloridrico ou acido citrico. A
quantificacdo do limoneno difundido indicou nos primeiros tempos de
amostiragem, apds a primeira hora, a liberagdo de aproximadamente
50% do recheio inicialmente adicionado, indicando fraca retencéo da
matriz do gel em todos o sistema estudados. Apesar disso pode-se
observar através da Tabela 4.4 que excetuando o tempo 4 horas,
houve diferenga significativa (p<0,05) entre os ensaios. Foi também
observado, através da Figura 4.2 que o ensaio 7 (capsulas de
alginato de calcio recheados com limoneno e extrusado em solucao
de calcio adidificado com HCI 0,75N) apresentou a menor retencao

durante o experimento de difusao.

Tabela 4.4. Quantidade média em mg de limoneno difundido por
ml da solugdo de difuséo (etanol anidro) em funcéao do
tempo (min).

Tempo (min)
30 60 120 180 240 300 360

Ensaio

Ensaio 6 0,280° 4,56 478° 457° 462®° 454 445> 450°
Ensaio 7 0,157° 548" 555 §01° 568 552 585  6,00°
Ensaic 8 0,084° 478" 498° 474® 473 496° 493 487®
Ensaio 9 0,042° 379° 408  420° 428  450° 442° 443°

Ensaio 10 0,057°  3,97° 438"  467° 448° 4517  472% 477®

Na comparagdo entre os ensaios para cada tempo, as meédias com letra em comum
indicam que os ensaios néo diferiram entre si, 2o nivel de significancia 5% (p<0,05).
Descricdo dos ensaios: vide Figura 4.2
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Figura 4.2. Média das concentragées em mg de limoneno difundido por
mi de solugao de etano! anidro em fungéo do tempo (min).

Ensaios: 6. Capsula de alginato gotejada em solucéo de CaCl, 1,5%; 7. Capsulas de
alginato gotejada em soluco de CaCl, 1,5% acidificada com HCI 0,75N: 8. Capsula de
alginato gotejada em solucdo de CaCl, 1,5% acidificada com acido citrico 70%; 9.
Capsula de mistura alginato-AC gotejada em solucdo de CaCl, 1,5% acidificada com HCI
0.75 N; 10. Capsula de mistura alginato-AC gotejada em solugdo de CaCl, 1,5%

acidificada com acido citrico 70%.



Uma vez que o limoneno € um composto de baixa massa molar, os
resultados obtidos indicaram que a porosidade das matrizes utilizadas nao
foram suficientes para evitar que este tamanho de molécula pudesse ser
retido no interior da matriz. Durante a adicdo de AC a solugao de etanol
observou-se uma pequena precipitagdo de particulas brancas, fazendo-se
necessario uma filtragem das amostras antes de submeté-las & analise
cromatografica. Isto ocorreu provavelmente devido a solubilizacio parcial do
derivado de celulose no etanol. Independente do efeito de solubilizacao
parcial, a adigdo de AC nao provocou melhora na retenc@o do recheio

utilizado,

A analise da Tabela 4.4 confirma o resultado apresentado na
Figura 4.2, onde o ensaio 7 (Céapsula de alginato gotejada em solugao de
CaCl, acidificada com HC! 0,75N) é o que apresenta pior retengéo, sendo
portanto onde ocorre maior liberagdo do limoneno em todos os tempos
estudados, diferindo significativamente (p<0,05) dos ensaios 9 (Capsulas
de alginato-AC gotejada em solugéo de CaCl; acidificada com HCI 0,75N) e
10 (Capsula de alginato-AC gotejada em solucdo de CaCl; acidificada com
Acido Citrico 70%) nos tempos de 30, 60 e 120 minutos. Nesses tempos os
ensaios 9 e 10 tiveram maior retencdo, comparativamente aos demais

£nsaios.

Esses resultados indicam que a porosidade das matrizes foram
suficientes para permitir a difusdo do limoneno através das diversas
formulag:ées estudadas. O processo de difusdo do limoneno parece ocorrer
passivamente através da membrana do gel conforme também observado

anteriormente por Bishop et al (1998).
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4.3. Ensaio de difusio de Pepsina

Quando a pepsina foi utilizada como recheioc duas séries de
medidas de difusdo foram realizadas, a primeira considerando as capsulas
diretamente removidas da solugdo de polimerizagdo (sem lavar) cujos
resultados de difusdo se encontram na Figura 4.3 e Tabela 4.5 e a
segunda onde as capsulas retiradas da solucao de polimerizagao foram
lavadas com agua destilada (lavadas), em seguida colocadas na solugdo de
difusdo, estando os resultados de difusdo apresentados na Figura 4.4 e
Tabela 4.6. Os resultados obtidos mostraram perfis semelhantes para as
curvas de difusdo considerando as diversas combinacdes estudadas
incluindo a utilizagdo de alginato, mistura alginato-AC e a cura em acido
cloridrico ou acido citrico. Os perfis apresentados nos graficos de difuséo
estdo coerentes com o sistema que utiliza reposicdo do solvente durante o

experimento de difusao.
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Figura 4.3. Concentracdo média em mg de pepsina de capsulas
néo lavadas por g de solugéo de difusdo (HCI 0,1 N)
em funcao do tempo (min).

Ensaios: 11. Capsula de alginato gotejada em solucdo de CaCl, 1,5 %;
12. Capsulas de alginato gotejada em solugdo de CaCl, 1,5% acidificada com HCI
0,75 N; 13. Capsula de alginato gotejada em solugdo de CaCl, 1,5 % acidificada
com acido citrico 70%; 14. Capsula de mistura alginato-AC gotejada em solugéo
de CaCl, 1,5 % acidificada com HCI 0,75 N; 185, Capsula de mistura alginato-AC

gotejada em solugao de CaCl; 1,5 % acidificada com acido citrico 70 %.
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Figura 4.4. Concentracdo média em mg de pepsina de capsula lavada
difundida por g de solucao de difusdo (HCI 0,1 N) em funcéo
do tempo (min).

Ensaios: 16. Capsulas de alginato gotejada em solucdo de CaCl; 1,5%
acidificada com HCl 0,75 N e lavada; 17. Capsula de alginato gotejada em
solucdo de CaCl> 1,5% % acidificada com acido citrico 70 % e lavada;
18. Capsula de mistura alginato-AC gotejada em solugdo de CaCl, 1,5%
acidificada com HCl 0,75 N e lavada; 19. Capsula de mistura aiginato-AC

gotejada em solucéo de CaCl; 1,5% acidificada com éacido citrico 70 % e lavada.
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Embora a pepsina possa perder gradualmente sua atividade
em solucdes fortemente acidas {(pH 1,8 e 50 °C), a perda de atividade
€& paralela a perda de nitrogénio protéico e sob estas condicdes, a
autélise provavelmente também contribui para a sua perda de
atividade. Em acidos muito fortes pode ocorrer primeiro a
desnaturacdo, seguida da hidrolise de ligagbes peptidicas, sendo a
razao ou taxa de inativagao diretamente proporcional a concentracéao
de ions de hidrogénio (Boyer et al., 1960). A hidrdlise da pepsina
poderia acarretar uma difusdo mais acentuada dos peptideos
provenientes da hidrélise. Tal ocorréncia, entretanto, nao foi
observada nas condigcdes dos experimentos envolvendo a pepsina,
conforme pode ser observado na Figura 4.5. A atividade enzimatica
ndao foi avaliada uma vez que o objetivo era observar apenas a

capacidade de barreira das matrizes utilizadas.

abcd

Figura 4.5. Perfil eletroforético em gel de Poliacrilamida SDS-
PAGE: a) padrao contendo proteinas de diferentes
MM:; b) pepsina livre; ¢) pepsina difundida e
liofilizada e d) solugdo de difusdo a partir de capsulas
de alginato sem recheio
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Observando a Figura 4.3 pode-se verificar que a menor retencéo
ocorre para o ensaio 11 (capsula de alginato gotejada em solucéo de calcio
1,9%) que liberou 100% do valor inicialmente encapsulado, enquanto a maior
retengao ocorre no ensaio 14 (capsula de alginato-AC gotejada em solugéo
de calcio 1,5% acidificada com HCI) que liberou aproximadamente 51% do
valor inicialmente encapsulado, uma retencao significativa.

Através da Tabela 4.5 verifica-se que os ensaios mencionados
diferem significativamente (p<0,05) durante todo o tempo de amostragem
exceto nos tempos de 120, 180 e 210 minutos onde nao foi possivel observar
diferengas significativas entre os ensaios. O ensaio 14 (capsula de alginato-
AC gotejada em solugdo de calcio 1,5% acidificada com HCI) também
apresentou diferenga significativa (p<0,05) do ensaio 15 (capsula de
alginato-AC gotejada em solugdo de caicio 1,5% acidificada com acido citrico
70%) no primeiro tempo de amostragem (15 minutos).

Ndo foi possivel observar diferengas significativas entre as
concentragbes encontradas no interior das céapsulas para qualquer um dos

sistemas estudados (concentragdo encontrada ~ capsula).

As concentracbes de difusdo entre os experimentos levou em
consideracdo as concentragbes efetivamente presentes nas capsulas e
determinadas experimentalmente, representadas nas tabelas como
concentracdo encontrada — capsula. A opg¢ao por este valor ao invés da
concentragao calculada a partir das massas de alginato e pepsina utilizadas,
expressas nas Tabelas 4.5 e 4.6 como concentragao calculada — capsuia se
deve ao fato das pequenas variagbes de massa das capsulas ao longo do
experimento causadas pela sinérese. Como a concentracdo encontrada
parece menos sujeita a erros, esse valor foi considerado no calculo das
quantidades maximas possiveis de difundirem para a solucio e expressas

como concentracao calculada para a solucdo.
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Observando-se a Figura 4.4 pode-se verificar que houve menor
retengdo no ensaio 16 (cépsula de alginato gotejada em solucdo de calcio
1.5% acidificada com HCI| e lavadas) liberando aproximadamente 49% do
valor inicialmente encapsulado, enquanto a maior retencao € observada no
ensaio 18 (capsula de alginato-AC gotejada em solugdo de calcio 1,5%
acidificada com HCI e lavada) que liberou cerca de 38% do valor inicialmente

encapsulado (15 min).

Analisando-se a Tabela 4.6, verifica-se que houve diferenca
significativa (p<0,05) entre os ensaios nos tempos 15, 120, 150 e 180
minutos. Ap6s 15 minutos de difusdo os ensaios 18 (capsula de alginato-AC
gotejada em solucéo de calcio 1,5% acidificada com HCI e lavada) e 19
(capsula de alginato-AC gotejada em solugao de calcio 1,5% acidificada com
acido citrico e lavada) diferiram entre si (p<0,05) néo diferindo no entanto em

relacdo aos demais ensaios.

Apo6s 120 minutos o ensaio 16 (capsula de alginato gotejada em
solugéo de célcio 1,5% acidificada com HCI e lavadas) diferiu em relacdo aos
demais ensaios (p<0,08) apresentando a maior concentragcdo média e

portanto maior liberagao.

Apds 150 minutos os ensaios 16 (capsula de alginato gotejada em
solugdo de calcio 1,5% acidificada com HC! e lavadas) e 18 (capsula de
alginato-AC gotejada em solugéo de calcio 1,5% acidificada com HCl e
lavadas) diferiram entre si (p<0,05) ndo diferindo em relagdo aos demais

ensaios.

Apds 180 minutos o ensaio 16 (capsula de alginato gotejada em
solucdo de calcio 1,5% acidificada com HCI e lavadas), diferiu do ensaio 18
(capsula de alginato-AC gotejada em solugdo de calcio 1,5% acidificada com

HC! e lavadas) e do ensaio 19 (capsula de alginato-AC gotejada em solucao



de calcio 1,5% acidificada com acido citrico e lavadas) porém nenhum deles
diferiu em relacao ao ensaio 17 (capsula de alginato gotejada em solucdo de
calcio 1,5% acidificada com acido citrico e lavadas). A guantidade de
proteina vai sendo reduzida com o tempo de amostragem devido a reposicao

de solvente.

Analisando a Tabela 4.7 se observa que a concentracdo de pepsina
encontrada no interior das capsulas nao lavadas e lavadas difere entre si
(p<0,05), sendo que o ensaio 13 (cépsula de alginato gotejada em solucao
de calcio 1,5% acidificada com acido citrico) apresentou maior média,
diferindo dos ensaios 14, 16, 18 e 19. Os ensaios 14 (capsula de alginato-
AC gotejada em solugdo de calcio 1,5% acidificada com HCI) e o ensaios 18
(capsula de alginato-AC gotejada em solucéo de calcio 1,5% acidificada com
HC! e lavada) apresentaram menor média durante todo o experimento nao

diferindo estatisticamente (p<0,05) entre si.

Apds 30 minutos de difusdo o ensaio 11 (capsula de alginato
gotejada em solucéo de calcio 1,5%) diferiu significativamente (p<0,05) dos
ensaios 14 (capsulas de alginato-AC gotejado em solucdo de calcio
acidificada com HCI), 18 (capsulas de alginato-AC gotejado em solucdo de
calcio acidificada com HCi e lavada) e do ensaio 19 (capsulas de alginato-AC

gotejado em solugédo de calcio acidificada com acido citrico e lavada).

De modo geral pode-se observar que em todos os tempos
considerados os ensaios 14 (capsulas de alginato-AC gotejado em solugéo
de calcio acidificada com HCI), e 18 (capsulas de alginato-AC gotejado em
solugao de calcio acidificada com HC! e favada) diferiram significativamente
(p<0,05) do ensaio 11 (capsulas de alginato gotejado em solugdo de calcio).
Os demais ensaios, com excegdo do ensaio 15, nos tempos 60, 90 e 180
minutos, apresentaram valores de liberacdo intermediarios nao diferindo

significativamente (p<0,05) entre si.
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Embora sem diferengas significativas entre si pode-se observar
através da Tabela 4.7 que os ensaios 14 (capsulas de alginato-AC gotejado
em solugdo de calcio acidificada com HCI), e seu equivalente lavado, o
ensaio 18 (capsulas de alginato de calcio-AC recheadas com pepsina
gotejada em solugdo de CaCl, 1,5% acidificada com HCl e lavada)
apresentaram menor liberagdo do recheio sugerindo para esses sistemas a

melhor retencédo entre todos os sistemas estudados.

A Tabela 4.7 permite ainda observar que a lavagem das cépsulas
levou a uma diminuigado na concentracdo de proteina encontradas
experimentalmente e que pode ser visto comparando-se os ensaios 12 ~ 18,
13 - 17, 14 — 18 e 15 - 19. A lavagem superficial das capsulas foi
efetuada para permitir a avaliagdo da difusdo de forma a garantir que o
recheio liberado fora proveniente do interior da capsula e néo de sua
superficie. Parte da pepsina a ser encapsulada pode ter ficado na parte
externa da capsula e ter sido facilmente solubilizada durante a lavagem.
A analise das aguas de lavagem e suas respectivas concentracdes de

proteina dadas na Tabela 4.8 reforcam a hipétese.

A acetofitalato de celulose adicionada ao alginato de sédio com o
intuito de modificar a liberagéo de compostos ativos mostrou-se efetiva para
o caso da pepsina. As curvas de liberagdo, embora tenham apresentado
formas semelhantes, ap6s 15 minutos de difusé@o indicaram que os sistemas
compostos pela mistura alginato-AC polimerizado em solucdo de calcio
acidificada com HCI retiveram 50% da quantidade de pepsina inicialmente
encapsulada enquanto o sistema composto por alginato polimerizado em
solugé@o de calcio liberaram 100%. O mesmo foi observado para os sistemas

favados, porém em menor porcentagem.
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Tabela 4.8. Quantidade média em mg de pepsina por g de agua de
lavagem utilizando a proporgao de quantidade de
capsula para agua de 1:2 (g/ml).

Média Concentragdes Encontradas
Desvio (mg/g)
Agua de lavagem das capsulasdo M 1,1°
ensaio 12 G 0,38
Agua de lavagem das capsulas do =~ M 0,52
ensaio 13 o 0,16
) b
Agua de lavagem das capsulas do M 0,31
ensaio 14 - 0,24
Agua de lavagem das capsulasdo M 0,63°
ensaio 15 - 0.13

Na comparagao entre 05 ensaios, as medias com letras em comum nao diferem entre si, ao nivel
de significncia de 5% (p<0,05).
Legenda: M —meédia
o —desvio
Descricao dos ensaios: vide Figura 4.3.

Apesar do alginato ser insolGvel em meio acido (HCI 0,1 N),
Fattah et al. (1998) observaram maior liberacdo em meio acido do que
em meio aquoso, sendo a rapida liberacdo do recheio das capsulas de
alginato em meio acido explicada pela mudanca na propriedade da
matriz ao contato com o acido. Yotsuyanagi et al. (1990), observaram
que os ions de calcio das capsulas de alginato estavam totalmente
descarregados em meio acido enquanto os grupos carboxilicos se
encontravam na forma nao-ionizada, o que poderia alierar a propriedade
da matriz, inclusive com relacdo as caracteristicas de liberagdo de
material de recheio. Fattah et al. (1998) concluiram que o
comportamento de libera¢do de recheios de céapsulas ndo dependia
unicamente das caracteristicas ibnicas do polimero e pH do meio, mas

tambeém do tipo de cation conjugado ao polimero.
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De acordo com King (1988) géis ou filmes de alginato de calcio
s80 permeaveis a moléculas soliveis em &agua e com massa molar
menores que 5000 Daltons, como as moléculas de glicose e limoneno
utilizadas em nossos ensaios. Segundo eles moléculas com maior
massa molar (MM) também podem difundir-se lentamente através do gel,
enquanto que moléculas com MM acima de 10000 ou maior nao
poderiam difundir-se, porém isso ndo foi observado no presente
trabalho, onde a pepsina com Massa Molar de 34500 D foi utilizada
como recheio, foi parcialmente liberada das capsulas.

A aplicagdo dos modelos matematicos citados anteriormente na
revisdo para representar a difusdo dos recheios utilizados através da
capsula nao foi possivel devido a liberagdo ocorrer quase que
instantaneamente, ap6s 15 minutos de permanéncia das capsulas em

solucdo de difusao.

De modo geral a adicdo de acetofitalato de celulose com a
inten¢&o de diminuir a porosidade das capsulas de alginato de sédio ndo
surtiu o efeito desejado de aumentar a retencdo do material de recheio
de baixa massa molar em nenhum dos sistemas estudados. Porém o
uso de alginato-AC com recheios de alta massa molar, como pepsina,
permitiu a retencdo de quantidades consideraveis nos estudos de
difusdo (50% de retencdo considerando a primeira retirada de amostra

aos 15 minutos).
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5. Conclusido

O uso de acetofitalato de celuiose com a intengdo de diminuir a
porosidade das capsulas de alginato de sddio nao surtiu o efeito desejado de
aumentar a reten¢éo do material de recheio com baixa massa molar como
glicose e limoneno, com algumas poucas ressalvas sem diferenca estatistica
nos ensaios 9 (capsulas de alginato-AC gotejada em solucdo de CACIl; 1,5%
acidificada com HCI) e 10 (capsulas de alginato-AC gotejada em solucéo de
CACI; 1.5% acidificada com &cido citrico) recheados com limoneno. Ja para
recheios com massa molar alta, como pepsina, a adicdo de AC mostrou-se
efetiva, uma vez que as curvas de liberagdo, embora tenham apresentado
formas semelhantes para todos os sistemas, apds 15 minutos de difusao
demonstraram que os sistemas compostos pela mistura alginato-AC gotejado
em solugdo de calcio acidificada com HCI retiveram 50% da quantidade de
pepsina inicialmente encapsulada enquanto os sistemas compostos por
alginato gotejado em solucao de calcio liberaram 100%, o mesmo tendo sido
observado para os sistemas lavados porem em menor porcentagem. A
adicdo de AC parece ter diminuido a porosidade da matriz de alginato
influenciando assim na retencdo de compostos de mais alta massa

molecular.

A quantidade de recheio dos sistemas com céapsulas nao-lavadas foi

maior que o0s sistemas correspondentes com capsulas lavadas, indicando
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que parte da pepsina se encontrava sobre a superficie das capsulas e que o
processo de encapsulacdo ainda pode ser otimizado.

A aplicagéo dos modelos matematicos para representar a difusdo dos
recheios utilizados através da capsula nao foi possivel devido & liberacéo
ocorrer quase que instantaneamente, apds 15 minutos de permanéncia das

capsulas em solu¢&o de difusdo na maioria dos sistemas utilizados.
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6. Sugestdes para Futuros Trabalhos

12. As matrizes utilizadas a base de alginato de calcio sofrem um
processo de sinérese durante os experimentos de difusdo o que acarreta
pequenas variagbes de massa das capsulas contendo o recheio. Esse fato
dificulta consideravelmente a quantificacdo do recheio a partir da capsula.
Maior investigagcdo sobre o processo de sinérese e conseqlente variagéo
de massa €& necessaria para que a quantidade difundida possa ser
quantificada tanto na solucdo de difusdo como diretamente na capsula, o

gue permitira um adequado balanco de massa.

22, A guantificacao da proteina (pepsina) através do método de biureto
se mostrou inadequada, enquanto a determinacdc pelo método Kjeldah! se
mostrou extremamente trabalhosa, requerendo um longo tempo para
digestdo. A investigacdo de métodos espectrofotométricos podera permitir

a quantificacao de forma mais rapida sem perda da sensibilidade analitica.

3%. A matriz de alginato de calcio tem a capacidade de retencéao de
um grande volume de agua. Experimentos envolvendo a desidratacdo
parcial das capsulas contendo os recheios poderdao alterar
consideravelmente a porosidade da matriz e, portanto, devem ser
investigados. Novas misturas poliméricas também necessitam ser avaliadas
quanto a possibilidade de melhorar as propriedades de barreira da matriz de

alginato de cailcio.
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