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RESUMO

A encapsulagdo de muitos compostos bioativos, como vitaminas, bactérias
probidticas e antioxidantes ajuda na incorporacdo, prote¢do, e entrega do bioativo em sitio
especifico, porém a efici€éncia da matriz carreadora depende da sua composicao e processo
de fabricacdo. Com este intuito, a viabilidade de producdo e as caracteristicas finais de
microgéis de gelana formados por extrusdo e posterior gelificagdo idnica foram estudadas.
Microparticulas, com tamanho médio entre 70-120 pum, foram produzidas sob condigdes
amenas de temperatura e concentragdo, utilizando um processo de atomizacdo seguido de
gelificacdo em solucdes de cloreto de célcio (CaCly), cloreto de potédssio (KCl) ou
quitosana. O tamanho das particulas mostrou-se mais dependente das condi¢des de
processo (geometria do bico aspersor e velocidade de ar) que das propriedades da solugdo
biopolimérica. No entanto, o aumento da concentracdo de gelana levou a maior esfericidade
dos microgéis obtidos. Com relagdo aos agentes gelificantes, as microparticulas com
gelificagdo induzida por CaCl, apresentaram formato mais esférico e maior estabilidade
que as particulas formadas a partir de KCl. A obten¢do de microparticulas de gelana
recobertas com quitosana foi possivel somente através de um processo em duas etapas. Na
primeira etapa, a gelana foi gelificada através da difusdo salina (CaCl, ou KCl) e
posteriormente, as particulas formadas foram recobertas com quitosana. A presenca da
camada externa de quitosana teve influéncia na resisténcia das particulas as condicdes
simuladas da digestdo. As particulas estudadas, com ou sem recobrimento de quitosana,
resistiram a digestdo gastrica, mas na digestdo entérica as particulas recobertas com

quitosana apresentaram menor grau de fragmentacdo que as particulas contendo somente
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gelana. Assim, foi demonstrado que a produ¢do de microgéis formados por interacdo entre
dois biopolimeros de cargas opostas melhorou a eficiéncia das particulas como material de

parede sendo este um potencial veiculo de compostos bioativos.
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ABSTRACT

The encapsulation of many bioactive compounds such as vitamins, antioxidants and
probiotic bacteria allows the incorporation, protection, and delivery of bioactive on a
specific site, but the efficiency of carrier matrix depends on its composition and
manufacturing process. To this aim, the feasibility of production and the final
characteristics of the gellan microgels obtained by extrusion process followed by ionic
gelation were studied. Microparticles, with average size among 70-120 um, were produced
under mild conditions of temperature and concentration using an atomization process
followed by gelation induced by calcium chloride (CaCl,), potassium chloride (KCI) or
chitosan solutions. The particle size was more dependent on process conditions (nozzle
geometry and air velocity) than the properties of the biopolymeric solution. However, the
increase in gellan concentration led to more spherical microgels. In relation to hardening
agents, the microparticles with gelation induced by CaCl, showed more spherical shape and
greater stability than the particles formed by KCIl. Gellan microparticles coated with
chitosan was possible to obtain only through a two-step process. In the first step, the gellan
microgels were obtained through salt diffusion (KCl or CaCl,) and the particles obtained
were subsequently coated with chitosan. The presence of the outer layer of chitosan exerted
effect on the resistance of the particles to the simulated digestion process. All particles
studied, with or without a coating of chitosan, resisted to the gastric digestion, however the
chitosan coated particles showed a lower degree of fragmentation than the particles
containing only gelan when subjected to the enteric digestion step. Therefore the results

obtained showed that the microgels formed by interaction between two oppositely charged
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polymers improved the efficiency of particles as wall material, showing a great potential as

bioactive compounds carrier.
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1. INTRODUCAO

Os microgéis tém sido extensivamente estudados devido ao seu potencial em
aplicacdes como entrega, protecdo e liberacdo controlada de farmacos e compostos
bioativos, engenharia de tecidos, ou como agentes texturizantes em alimentos ou
cosméticos. Essas particulas gelificadas associam as caracteristicas dos hidrogéis
convencionais (macrogéis), como boas propriedades mecanicas, alto teor de umidade, rede
interna capaz de aprisionar compostos ativos, com outras caracteristicas adicionais, como
maior relagdo area superficial/volume e capacidade de escoamento (OH, 2010).

O sucesso nas mais diversas aplicagcdes depende das caracteristicas das particulas,
como formato, tamanho médio, polidispersdo, estabilidade, carga superficial e outras. Essas
propriedades, por sua vez, estdo relacionadas a composi¢do do microgel, bem como ao
processo de producgdo escolhido e condicdes utilizadas (CHAN et al., 2009; FREITAS et
al., 2005; ZHANG et al., 2007; JONES & McCLEMENTS, 2010).

Virias técnicas podem ser utilizadas para a obtengdo das microparticulas. A técnica
mais simples envolve a extrusdo de uma solucdo de polieletrdlito, através de uma seringa,
que goteja e cai em uma solucdo contendo agentes gelificantes (CHAN et al., 2009;
ZHANG et al.,, 2007; FUNDUEANU et al., 1999). Apesar de sua simplicidade, esse
método possui uma grande desvantagem em relacdo ao tamanho das particulas obtidas,
sendo que tamanhos menores que 500 pm sdo dificilmente alcancados através dessa

técnica. Outra técnica bastante empregada é a que utiliza emulsdes dgua-6leo para

formacdo das goticulas com posterior gelificacdo dessas gotas. Esse método permite obter
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microparticulas de tamanho e polidispersao bastante reduzidas, porém para a separacio das
particulas da fase oleosa é necessdrio o uso de solventes organicos, que podem deixar
residuos toxicos.

Assim, o processo de atomizagdo/gelificacdo tem se mostrado como uma alternativa
promissora, ji que possibilita a obtencdo de particulas menores que no gotejamento, e €
uma tecnologia considerada limpa (REIS et al., 2006). Como a atomizagdo é um processo
de natureza complexa e aleatéria, em que a geometria do atomizador, as varidveis de
processo, e as propriedades fisicas da solucdo biopolimérica t€ém grande influéncia nas
caracteristicas das gotas produzidas, o estudo do processo, bem como da etapa posterior de
gelificacdo, ¢ fundamental na obteng¢do de particulas com caracteristicas desejaveis
(FRITSCHING, 2006; CHAN et al., 2009).

Quanto a composic¢ao, os polissacarideos sdao de particular interesse na produgdo de
microgéis, ji que sdo biodegraddveis, ndo téxicos e possuem diversas propriedades
funcionais (OH, 2010; OH et al., 2009; BUREY et al., 2008; REIS et al. 2006). A gelana é
um polissacarideo i6nico que tem capacidade de formar géis a baixas concentragdes na
presenca de acidos, sais de cations mono ou divalentes ou de polieletrélitos de carga oposta,
como a quitosana. E um polissacarideo de amplo uso na inddstria de alimentos e em
aplicacdes biotecnoldgicas por formar um gel transparente que € resistente ao aquecimento
e a acidificacdo e t€ém demonstrado grande potencial em encapsulacao (TANG et al., 1996;
YAMAMOTO, 2006; KEDZIEREWICZ et al., 1999; FUIII et al., 2005; OHKAWA et al.,
2004).

Ja a quitosana € um dos compostos naturais mais estudados para aplicagcdes

envolvendo entrega controlada de farmacos. E um dos poucos polieletrélitos catidonicos
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encontrados na natureza, e tem sido largamente utilizado no recobrimento de particulas,
principalmente particulas de alginato (TAKAYANAGI & MOTOMIZU, 2006; KASAPIS
et al,, 2009). O recobrimento com quitosana pode reforcar a capacidade protetora e
aumentar significativamente a bio-adesividade das particulas (GHERSD et al., 1998;
COLINET, et al., 2010; COOK et al., 2011; MURATA, et al., 1993).

Assim, um estudo sobre a influéncia das condi¢des de processo e das propriedades
da solugdo biopolimérica nas propriedades das particulas formadas, como tamanho, carga
elétrica superficial, estabilidade, comportamento frente as condi¢cdes simuladas da digestao,
se faz necessdrio para permitir que as caracteristicas das particulas gelificadas sejam

manipuladas e controladas de acordo com a aplicacgao final.






2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi estudar o efeito das varidveis de processo e da
composi¢do biopolimérica nas caracteristicas dos microgéis de gelana produzidos através
de atomizagdo e posterior gelificacdo induzida por sais (CaCl, e KCI) ou através de
complexa¢do com quitosana.

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

- Avaliar o efeito das propriedades da solucdo biopolimérica e das condicdes de
processo no tamanho, distribuicio de tamanho e morfologia dos microgéis
produzidos.

- Realizar andlise adimensional dos resultados obtidos e confrontar os valores de
tamanho médio com valores preditos através de modelo proposto na literatura.

- Avaliar o efeito da composicdo (gelana/Ca, gelana/K e gelana/quitosana) na
morfologia, tamanho e estabilidade dos microgéis.

- Avaliar as propriedades reoldgicas de suspensdes das particulas obtidas.

- Avaliar a viabilidade do recobrimento com quitosana dos microgéis de gelana/Ca e

gelana/K e compara-los frente as condi¢des simuladas da digestao.






3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Microgéis

Microgéis sdo particulas com tamanho na escala micrométrica, produzidos através
da gelificacdo de biopolimeros, como proteinas e polissacarideos. Esses biopolimeros sdao
biodegraddveis, abundantes na natureza, renovdveis e ndo toxicos. Assim a producdo de
microgéis € de particular interesse para aplicagdo em alimentos (OH, 2010; OH et al., 2009;
BUREY et al., 2008; REIS et al., 2006).

Os microgéis podem ser utilizados para a encapsulagdo, protegdo e entrega
controlada de varios ingredientes alimenticios funcionais, como lipideos bioativos, sais
minerais, enzimas, peptideos, antioxidantes e fibras dietéticas. Essas particulas também
podem ser utilizadas na modulacdo das propriedades dos alimentos (aparéncia visual,
textura, estabilidade ou sabor) ou para a substituicio de ingredientes, como o uso de
biopolimeros na substitui¢do de gordura (JONES & McCLEMENTS, 2010; BUREY et al.,
2008).

As microparticulas podem ser manufaturadas utilizando-se diferentes processos
fisico-quimicos, como por exemplo, através de extrusio/gelificacdo, uso de emulsdes, e/ou
remocdo de solvente. Para a utilizagdo desses processos de forma adequada € necessério
conhecer as propriedades dos biopolimeros e suas possiveis interagdes em solugdo (JONES
& McCLEMENTS, 2010).

As particulas biopoliméricas podem ser obtidas em diferentes tamanhos, formatos e
estruturas internas. O tamanho das particulas, que geralmente se encontra entre 0,01 e 1000
pm, € um parametro importante que exerce influéncia nas propriedades fisico-quimicas e

sensoriais dos alimentos em que sdo adicionadas (JONES & McCLEMENTS, 2010). Além
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disso, em encapsulacdo, as particulas menores (maior relacdo drea superficial/volume)
permitem uma liberacdo do composto bioativo mais rapida que em particulas maiores
(SUNDAR et al., 2010).

Quanto a morfologia, a maioria das particulas biopoliméricas possui formato
esférico, embora outros formatos também sejam possiveis, como esferdides, fibras e
“clusters”. O formato tem influéncia na textura resultante das suspensdes alimenticias
(JONES & McCLEMENTS, 2010; McCLEMENTS, 2005).

A estrutura interna é também de grande importancia, pois estd diretamente
relacionada a propriedades como eficiéncia da encapsulacdo, permeabilidade, porosidade,
integridade e digestibilidade. Os trés principais tipos de estruturas internas sao apresentados
na Figura 1. A estrutura homogénea é aquela cujo interior € composto por um ou mais
biopolimeros completamente misturados de forma homogénea. J4 as estruturas
heterogéneas podem ser do tipo nicleo com camada externa de recobrimento, que pode
variar quanto a sua composi¢do, espessura e estrutura (por exemplo, ser constituida por
multiplas camadas). Ja a estrutura heterogénea do tipo dispersao, é constituida por duas ou
mais fases, com dispersdao de uma ou mais fases sobre a outra continua (JONES &

McCLEMENTS, 2010).

Homogénea Recoberta Dispersio

Figura 1. Principais estruturas internas de particulas com um ou mais componentes (Adaptada de JONES &

McCLEMENTS, 2010).



Outra caracteristica importante das particulas € a carga elétrica superficial, que
depende das propriedades dos componentes utilizados na sua producdo, das interagdes entre
eles, bem como do pH e forca idnica do meio em que as particulas se encontram dispersas.
A carga das particulas tem influéncia na estabilidade a agregacdo, nas interacdes das
particulas com componentes presentes no meio dispersante e nas intera¢cdes com superficies
bioldgicas, como as encontradas na boca, estomago e intestino (JONES & McCLEMENTS,
2010).

Outras propriedades fisico-quimicas das particulas, como densidade, indice de
refracdo, propriedades reoldgicas, polaridade e porosidade também s3o de bastante
interesse, pois terdo efeito nas propriedades fisico-quimicas dos alimentos em que as
particulas forem adicionadas. Em aplica¢des praticas € importante que as particulas causem
melhoras ou, no minimo, nao afetem de forma adversa as propriedades fisico-quimicas e

sensoriais do produto em que foram incorporadas (JONES & McCLEMENTS, 2010).

3.2 Processos utilizados na produc¢ao dos microgéis

A ampla gama de possiveis aplicacdes dos microgéis levou a necessidade de
preparar essas particulas em escala industrial e de modo controlado, com qualidade,
segurancga e economia adequadas para seu uso e comercializacdo. Vdrias técnicas diferentes
tém sido utilizadas para a formacao de particulas gelificadas, e a maioria dos processos
envolve a formacao das gotas antes da gelificacdo. Os métodos mais comumente utilizados
sdo os que envolvem preparacdo de emulsdes com posterior gelificagdo das gotas ou

processos de extrusdo também seguidos de gelificacdo (BUREY et al., 2009).



3.2.1 Emulsdo/gelificacdo

Particulas de tamanhos bem definidos podem ser obtidas através da técnica de
emulsificagdo seguida de gelificacdo. Nesse método, uma solucdo aquosa contendo o
biopolimero é homogeneizada com uma fase oleosa contendo emulsificante solivel em
6leo para formar uma emulsdo dgua-6leo (A/O). O tamanho das gotas formadas pode ser
controlado pelas condi¢des de homogeneizacdo (intensidade e tempo de homogeneizagao)
ou através da composic¢io do sistema. Os biopolimeros presentes nas gotas de dgua podem
ser gelificados através de diferentes métodos, incluindo aquecimento, resfriamento, adicao
de sais, mudancas no pH ou adicdo de enzimas. Apds a gelificacdo, as particulas sdo
separadas da fase oleosa através de filtracdo ou centrifugacdo, e o excesso de 6leo deve ser
removido através de lavagens com solvente organico (OH et al., 2009; JONES &
McCLEMENTS, 2010; SUNDAR et al., 2010).

A maior desvantagem desse método € a necessidade da utilizacdo de solventes
organicos e posterior remog¢do destes. Além disso, residuos desses solventes podem causar

problemas relativos a toxicidade (SUNDAR et al., 2010).

3.2.2 Extrusdo/gelificacdo

Dentre os métodos de formagdo de gotas antes da gelificacdo, o gotejamento é a
técnica mais simples, e envolve a extrusdo de uma solugdo de polieletrélito através de uma
pipeta ou seringa, que goteja e cai em uma solu¢do contendo o agente gelificante, como
dcidos ou sais de cdtions mono ou divalentes. Os fons H™ ou cdtions se difundem
rapidamente na gota levando a sua gelificagdo (CHAN et al., 2009; ZHANG et al., 2007;

FUNDUEANU et al., 1999). Apesar de sua simplicidade, esse método possui algumas
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desvantagens como a limita¢do de tamanho das particulas produzidas, dado que o didmetro
das gotas depende do diametro do bocal e também da viscosidade da solu¢do polimérica.
Particulas menores que 500 um sdo dificeis de se produzir com este método. Outra
desvantagem € que este método ndo € adequado para escala industrial. Nesse sentido o
processo de atomizacdo em substituicio ao gotejamento tem se mostrado como uma
alternativa promissora, ji que possibilita a obtencdo de particulas menores e em taxas
maiores. Porém, a atomizag¢do € um processo complexo e de dificil controle, com o qual
produzir pequenas particulas em grandes quantidades continua sendo um desafio (REIS et
al., 2006). O processo de atomizacdo seguido de gelificacdo 10nica serd tratado com mais

detalhes no tépico posterior.

3.3 Processo de atomizacao

A atomizagdo de liquidos é um processo cldssico das operacdes unitdrias em
engenharia, que tem aplicacdo em numerosos segmentos industriais, como na drea quimica,
mecanica, aeroespacial, engenharia civil, ciéncia e tecnologia dos materiais e metalurgia,
processamento de alimentos, farmacéutica, agricola, medicina e outras. O processo de
atomizacdo consiste em converter uma corrente de liquido em uma multitude de gotas
individuais, o que pode ser causado por energia intrinseca (como a energia potencial) ou
extrinseca (como a energia cinética) (FRITSCHING, 2006).

Os atomizadores sdo comumente classificados de acordo com a energia usada para a
desintegracdo do liquido, como energia proveniente do préprio liquido pressurizado

(atomizadores de pressdo), energia fornecida por um meio externo, como um gas em alta
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velocidade (atomizador pneumdtico), energia mecanica (atomizador rotacional), energia
elétrica, acustica ou outras (FRITSCHING, 2006; LEFEBVRE, 1989).

Nos atomizadores pneumdticos a desintegracdo do liquido ocorre através da sua
interacdo com um gds pressurizado a altas velocidades. Dois principais tipos de
atomizadores pneumdticos podem ser distinguidos: com mistura interna ou externa de gas e
liquido. Os dois principios podem ser visualizados na Figura 2. Nos atomizadores de
mistura interna, gds e liquido sd@o misturados em uma cimara e a mistura é conduzida até o
orificio de saida. J4 nos atomizadores de mistura externa, o gés interage com o liquido fora

do atomizador (FRITSCHING, 2006).

Liquido

@ A7 (®)
Figura 2. Atomizador pneumdtico com mistura interna (A) e com mistura externa (B) (FRITSCHING, 2006).

No atomizador pneumdtico de mistura externa, a desintegracdo pode ser explicada
pelo mecanismo de ondas. Neste caso, o jato de liquido em baixa velocidade € acelerado
pela corrente de gds em alta velocidade que o envolve, sendo a corrente de alimentagdao
submetida a tracdo e tensdes de cisalhamento. Essa acdo fragmentadora das forcas
mecanicas aplicadas € oposta pela viscosidade e tensdao superficial do liquido alimentado
(MANSOUR & CHIGIER, 1995). Este processo envolve uma série de instabilidades.

Inicialmente, a primeira instabilidade, denominada Kelvin—Helmhotz, se desenvolve na
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camada anular presente na descarga do liquido pelo bico aspersor. Essa instabilidade se
desenvolve na forma de ondas na interface gas-liquido (VARGA et al., 2003). Ocorre entao
um crescimento das ondas formadas até que estas comegcam a se separar na forma de
ligamentos. Os ligamentos rapidamente se colapsam em gotas através da instabilidade
secunddria, chamada Rayleigh—Taylor (ALISEDA et al., 2008). Um esquema simplificado

pode ser visualizado na Figura 3.

G

C

Figura 3. Quebra do jato de liquido. (A) Crescimento das ondas instaveis, (B) formacao dos ligamentos e (C)

fragmentag@o dos ligamentos em gotas (DOMBROWSKI & JOHNS, 1963).

Devido a natureza complexa e aleatéria do processo de atomizagdo, a maioria dos
bicos aspersores ndo produzem jatos com tamanho de gota uniforme em quaisquer
condi¢cdes de operacdo. Ao contrdrio, o jato pode ser considerado como um espectro de
distribuicao de tamanho de gotas com um diametro médio definido. Quando todas as gotas
possuem o mesmo tamanho trata-se de uma monodispersao, porém quando existe uma faixa
com diferentes tamanhos, como no caso das gotas formadas por atomizacdo, trata-se de
uma polidispersao. Quanto menor a polidispersdo mais estreita € a faixa de distribuicao de

tamanhos (LIU et al., 2006; FRITSCHING, 2006; McCLEMENTS, 2005).
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O processo de atomizacdo pode ser analisado por vias tedricas, numéricas e
experimentais. No entanto, a caracterizacdo do processo, principalmente quando envolve
mudanca de escala, € feita mais facilmente a partir de anélise adimensional, sendo que, para

a atomizagao, os nimero adimensionais mais importantes sao:

M = po/ pi (Razdo de densidades) (D)
N =n,/n (Razao de viscosidades) 2)
Re, = pgug b/ g (Nidmero de Reynolds do gas) (3)
We = p, e’ di/ (Ndmero de Weber aerodinamico (gas) (@Y)
Oh=n/(po dl)l/ 2 (Ndmero de Ohnesorge) ®))
m, = M (Razao de vazodes massicas) (6)
A,.p,.u,
I=p, ugz/ o) u?’ (Razio de momento) (7)
Wi=Nl/ty, (Nimero de Weissenberg) (8)

onde p, m, u, d, o, A, NI e 7y, representam, respectivamente, densidade (kg/m3),
viscosidade (Pa.s), velocidade (m/s), didmetro interno de saida (m), tensdo superficial
(N/m), 4rea de saida (m?), primeira diferenca de tensdes normais (t;; - T22) (Pa) e tensdao de
cisalhamento (Pa), sendo que o subscrito “g” indica uma propriedade do gés, “I” do liquido
€ U Indica velocidade relativa entre gas e liquido. A dimensdo caracteristica utilizada no
numero de Reynolds do gas € a espessura da camada de gas (b, = dg - dip), em que dip

representa o didmetro externo de saida de liquido (VARGAS et al., 2003; FRITSCHING,

2000).
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O nimero de Ohnesorge (Oh) € um adimensional que relaciona as forgas viscosas e
a tensdo superficial das gotas de liquido. Altos valores de Oh indicam grande influéncia da
viscosidade. Esse adimensional tem mostrado ser um bom critério para prever o colapso de
jatos de liquido em uma corrente de gdas (XIONG & CHUNG, 2007).

O nimero de Weber pode ser considerado como o mais importante adimensional de
processos envolvendo atomizacdo de liquidos por meio de um géis em alta velocidade
(DUMOUCHEL et al., 2005). O nimero de Weber € usado para prever o rompimento de
uma interface sob a acdo de fortes forcas inerciais. Mais especificamente, este adimensional
¢ a relacdo entre forcas aerodinamicas e tensdes superficiais. Uma alta tensdo superficial
dificulta o rompimento da gota e a mantém com uma interface convexa. No entanto, com o
aumento das forcas inerciais a interface € deformada por ondas, torna-se localmente
concava e €, finalmente, rompida (PAN & SUGA, 2006).

J& o nimero de Weissenberg ¢ um adimensional utilizado para quantificar a

importancia dos efeitos eldsticos em escoamento (FAVERO, 2009).

3.3.1 Influéncia das propriedades do fluido na produgdo de microgéis por

atomizagdo/gelificacdo

As principais propriedades das solucdes poliméricas que possuem efeito sobre as
caracteristicas das microparticulas formadas no processo de atomizacdo sdo: densidade,
tensdo superficial, viscosidade e elasticidade (LEFEBVRE, 1989; CHAN et al., 2009).

A influéncia da densidade no tamanho das particulas produzidas através de
atomizacao é reduzida devido ao fato de que a maioria dos liquidos exibe poucas diferencas

em relacdo a essa propriedade. Além disso, a pequena quantidade de dados disponiveis
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sobre o efeito da densidade do liquido no diametro médio das gotas sugere que sua
influéncia € realmente muito pequena (LEFEBVRE, 1989).

A tensdo superficial € importante na atomizacao porque ela representa a for¢a que
resiste ao desenvolvimento de maior drea superficial ou que se opde as forcas
fragmentadoras. Antes da atomizacdo, a drea superficial é simplesmente a drea do cilindro
de liquido que sai do bico aspersor. Depois da atomizacdo, a drea é a soma das dreas
superficiais de todas as gotas individualmente. Assim, a energia minima necessdria para a
atomizacdo € igual a tensdo superficial multiplicada pelo aumento na drea superficial do
liquido. Para a maioria dos liquidos puros em contato com ar, a tensdo superficial diminui
com o aumento da temperatura (LEFEBVRE, 1989).

Com relacdo a viscosidade, em muitos casos essa propriedade do liquido pode ser
considerada como a mais importante. Embora, em sentido absoluto sua influéncia nao seja
maior que a da tensdo superficial, sua importancia provém do fato de que essa propriedade
afeta ndo s6 a distribuicdo de tamanho de gotas na atomizag¢do, mas também a vazao no
bico aspersor e o tipo de jato (spray) formado. O aumento da viscosidade reduz o nimero
de Reynolds e também dificulta o desenvolvimento de qualquer instabilidade natural no
jato (LEFEBVRE, 1989). A atomiza¢do de liquidos altamente viscosos apresenta ainda
maiores dificuldades, oferecendo resisténcia inclusive ao processo primdrio de
fragmentacdo. Um exemplo da influéncia dessa propriedade na atomizacdo pode ser vista
na Figura 4, em que altas viscosidades acarretam grandes alteragdes no padrdo de

desintegracao do liquido, com a formagdo de “fios” (e ndo gotas) durante a fragmentacao

primaria.
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Figura 4. Liquidos newtonianos em ordem crescente de viscosidade até 50 Pa.s, atomizados com ar e

utilizando vazao de liquido de 50 kg/h (FRITSCHING, 2006).

A dificuldade encontrada na atomizacdo de liquidos de alta viscosidade pode ser
contornada através do aumento da area interfacial entre gds e liquido antes do processo de
atomizacdo, o que pode ser alcancado através de modificagcdes na geometria do bico
aspersor e/ou através do uso de atomizadores de mistura interna (FRITSCHING, 2000).

J4 em relag@o as propriedades do gas, como densidade e viscosidade, foi observado
que estas tem pouca importancia frente a velocidade do ar, que € indubitavelmente a
varidvel mais importante (LEFEBVRE, 1989).

Outros parametros de importancia para o processo sdo as propriedades da solucio
gelificante em que serdo coletadas as gotas. A composi¢do e concentracdo da solugdo

gelificante sdo determinantes na formacao das particulas gelificadas e devem ser adequadas

para induzir a gelificagdo da solugdo biopolimérica (PREGENT, 2009; CHAN et al., 2009).

3.3.2 Influéncia das varidveis de processo na producdo de microgéis por

atomizagdo/gelificacdo

Em relagcdo ao processo, este pode ser separado nas seguintes etapas: a atomizacao
da mistura, a queda das gotas e seu impacto com a solucdo gelificante, passando pela
interface ar/liquido e a gelificagdo. Assim, como varidveis mais relevantes nessas etapas

que afetam as caracteristicas das gotas obtidas pode-se citar a vazao de gas e de liquido na
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atomizacao, os diametros de saida de ambos os fluidos no bico aspersor, e a altura da

solucdo gelificante em relagdo a saida do atomizador.

3.3.2.1 Distdncia de coleta

A distancia de coleta ou altura existente entre a saida do bico aspersor e superficie
da solucdo gelificante, pode ter grande influéncia no formato e tamanho das particulas
gelificadas. Na formacdo do spray existe um parametro denominado comprimento de
ruptura, que especifica a altura do jato de liquido que continua como um meio continuo
antes da formacdo das gotas. Assim, o comprimento de ruptura é determinado como a
distancia entre a saida do bico aspersor € o ponto de ruptura (Figura 5). Muitas correlagdes
empiricas para a determinacdo do comprimento de ruptura (L) ja foram propostas,
principalmente para fluidos newtonianos (LIN & REITZ, 1998). Também € interessante
que a solucao contendo o agente gelificante se encontre apds esse comprimento de ruptura,
dado que toda a regido do spray ja se encontraria constituida por gotas diminuindo, assim, o

tamanho médio das particulas (FRITSCHING, 2006).

«— Comprimento
de ruptura

Figura 5. Representacdo do comprimento de ruptura.
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Além disso, modificacdes podem ser observadas no formato das gotas dependendo
da altura de queda, tanto permitindo que gotas deformadas na saida do bico aspersor se
tornem esféricas, como gotas esféricas passem a ser deformadas. Outro fator dependente da
altura de coleta € a velocidade de impacto das gotas com a solucdo gelificante, pardmetro
que pode ter grande influéncia no formato da particula formada. Em estudo realizado por
CHAN et al. (2009) foi avaliado o efeito da distancia entre o bico de saida das gotas e o
banho de coleta no formato dos microgéis obtidos. Neste trabalho, a extrusdo foi feita por
gotejamento através de seringa. De forma geral, foi observado que as gotas apresentavam
formato de lagrima na saida do bico da seringa, e conforme iam caindo seu formato ia
mudando até chegar ao formato mais esférico. Porém, se a distancia de queda era muito
grande, as gotas se deformavam devido ao aumento das forcas de arraste. Além disso, o
impacto da gota com a solucdo gelificante pode deformar ou rearranjar a gota de forma a
tornd-la esférica, dependendo das propriedades fisicas do liquido. Assim, um diagrama que
correlacione a distancia de coleta e as propriedades do liquido, de forma a se determinar as
faixas em que € possivel obter particulas esféricas seria essencial para o projeto do processo
de extrusdo (CHAN et al., 2009).

Ao entrar na solucdo gelificante, as alteracdes no formato da gota liquida vao
depender também da competi¢do que existe entre as tensoes superficiais (ou interfaciais) e
viscosas e as forcas de impacto e de arraste. No estudo realizado por CHAN et al. (2009)
foi observado que abaixo de um certo valor de Ohnesorge critico, gotas esféricas nao
podem ser formadas pois as tensdes superficiais e viscosas ndo conseguem superar o efeito

do impacto e arraste na entrada da solu¢@o biopolimérica no meio gelificante.
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3.3.2.2. Geometria do bico aspersor

As dimensdes mais importantes de um atomizador pneumético, como o que foi
utilizado neste trabalho, sdo os didmetros de saida do liquido (didmetro interno) e do gés
(didmetro externo). Esses diametros determinam as dreas da secdo de saida do liquido e gés.
De forma geral, o aumento do didmetro externo ou reducdo do didmetro interno resultam
em aumento da drea anular de ejecdo de gés, que induz uma diminui¢do das forcas
cisalhantes do ar e de sua turbuléncia, levando ao aumento no tamanho das gotas (ZHANG

et al., 2007).

3.3.2.3 Vazoes mdssicas (liquido/gds)

Em estudo realizado por ZHANG et al. (2007) sobre a influéncia das varidveis de
processo de atomizacdo sobre o tamanho das gotas de uma solugdo de alginato, foi
verificado que, de forma geral, para vazdo de liquido e diametro de bico constantes, o
aumento da vazdo de ar aumenta as forcas cisalhantes e a turbuléncia, resultando em um
decréscimo do tamanho das gotas. J4 o aumento da vazao de liquido leva a um aumento no
tamanho de gotas até um certo valor critico e acima desse valor € possivel observar um leve
decréscimo no tamanho. Mas, em geral, usa-se uma vazao de liquido baixa e alta vazdo de
ar visando maximizar a velocidade relativa entre gés e liquido (MANSOUR & CHIGIER,

1995; FRITSCHING, 2006).
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3.4 Biopolimeros utilizados na producao dos microgéis

Os principais componentes utlizados na preparacio dos microgéis sdo o0s
polissacarideos, como quitosana, dextrana, celulose, alginato, gelana, carragenas, bem
como proteinas, como as gelatinas, proteinas do soro do leite, coldgeno e outras. O uso de
proteinas e polissacarideos para a producdo dos microgéis permite sua incorporacdo nos
alimentos sem riscos a sadde, jd que estes sao materiais provenientes de fontes naturais e
seguros para uso em alimentos (“generally recognized as safe” - GRAS) (JONES &
McCLEMENTS, 2010; BUREY et al., 2008).

Esses biopolimeros podem ser utilizados individualmente ou em conjunto na
formacdo de particulas adequadas para encapsulagdo de compostos funcionais ou para
modulacdo das propriedades dos alimentos. A eficiéncia obtida na aplicagdo final depende,
em primeira instancia, do conhecimento das propriedades funcionais e tecnoldgicas dos

componentes (JONES & McCLEMENTS, 2010; KOSARAJU, 2005).

3.4.1 Gelana

A gelana é um polissacarideo anidnico produzido pela bactéria Sphingomonas
elodea que consiste de repetidas unidades de um tetrassacarideo contendo um glicerato por
unidade repetida e um acetato a cada duas unidades. Essa forma altamente acilada produz
géis fracos devido a presencga dos grupos glicerato que ficam localizados dentro das duplas-
hélice, forcando uma rotagdo do grupo carboxilico e causando impedimento estérico no
momento da agregacao das hélices para formar a rede tridimensional. O tratamento com
alcali resulta na gelana desacilada, que constitui sua forma comercial. A gelana em sua

forma desacilada € composta por uma sequéncia complexa de unidades de tetrassacarideos
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(Figura 6) que se repetem: [B-D-glicose, - D-acido glicurdnico, B-D-glicose e a-L-
ramnose. Cada unidade tetramérica repetida possui um grupo carboxilico lateral

(SANDERSON, 1990).
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Figura 6. Unidade repetida do tetrassacarideo que compdem a goma gelana (Tang et al., 1996).

O mecanismo de gelificacdo da gelana € considerado como um processo em duas
etapas, sendo a primeira a formacdo de duplas-hélices ordenadas (transicdao
conformacional), seguida pela interacdo entre as hélices (transicao sol — gel). A transi¢do
conformacional ocorre com o aumento da temperatura da solucdo, a qual pode variar de 30
a 50°C, dependendo da concentracdo de polimero e da composi¢do da solugdo
(RODRIGUEZ- HERNANDEZ et al., 2003).

A interacdo entre as duplas-hélices depende da presenca de cations na solucdo que
promovem a formacdo de zonas de juncdo, possibilitando a formacdo da rede. As
propriedades mecanicas dos géis resultantes dependem da concentracdo da gelana, e dos
cations na solucdo. Na auséncia de sais adicionados, a gelana ndo gelifica em concentragao
abaixo de 2,0%, pois o ndmero de hélices agregadas ndo excede o numero critico
necessario para que ocorra a transi¢ao sol — gel. Cations divalentes sdo mais efetivos na

formagdo de gel que os cdtions monovalentes, sendo necessdria maior concentragdo de
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cations monovalentes para formar géis com forca semelhante aos géis com cétions
divalentes (NICKERSON et al., 2003; TANG et al., 1996).

Atualmente, pode-se considerar que héd poucos estudos sobre producio de microgéis
por extrusdao com solugdes de gelana quando comparado aos trabalhos com microgéis de
alginato. KEDZIEREWICZ et al. (1999) avaliaram a encapsulacdo de um farmaco em
particulas de gelana produzidas por gotejamento em banho de CaCl, e verificaram que esse
polissacarideo pode oferecer grande eficiéncia de encapsulacdo. Foi verificado que as
condi¢des de armazenamento das particulas de gelana (imidas ou desidratadas) e o tempo

de estocagem nao causaram alteracdes na liberacdo do composto ativo.

3.4.2 Quitosana

A quitosana € um aminopolissacarideo semi-sintético, obtido através da
desacetilacdo alcalina da quitina, segundo polissacarideo mais abundante na natureza que se
encontra principalmente em exoesqueleto de insetos, crusticeos e fungos (DASH et al,,
2011). Ambas quitina e quitosana sdo consideradas biocompativeis, biodegraddveis e nao
toxicas.

A quitosana é uma base fraca com valor de pKa entre 6,2-7, sendo portanto
insoluvel em pH neutro ou alcalino. Em meio acido, os grupos amina do polimero sdao
protonados resultando em um polissacarideo carregado positivamente e solivel (DASH et
al., 2011; HEJAZI & AMII, 2003). A quitosana é um dos poucos polieletrélitos

cationicos encontrados na natureza (TAKAYANAGI & MOTOMIZU, 2006; KASAPIS et

al., 2009), e trata-se de um copolimero linear (Figura 7) com estrutura constituida por
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unidades de 2-acetamino-2-deoxi-fB-D-glicose e 2-amino-2-deoxi-f-D-glicose unidas por

ligacdes B(1>4) (AZEVEDO et al., 2007; DASH et al., 2011).

o—
~CH3

Figura 7. Estrutura quimica da quitosana (Hamman, 2010).

As propriedades da quitosana, como viscosidade, grau de desacetilacdo e massa
molar dependem das fontes de matéria-prima e métodos de fabricacdio. O grau de
desacetilacdo, principal diferencial entre quitina e quitosana, ¢ uma das mais importantes
propriedades quimicas desse polimero, e estd relacionado ao balanco entre as duas unidades
que compdem a cadeia polimérica, sendo que, uma extensio acima de 60% de
desacetilacdo, define a entidade quimica quitosana (DOMARD & DOMARD, 2002; DIAS
et al., 2008).

A quitosana pode formar géis quimicos ou fisicos. Nos géis quimicos uma rede de
gel irreversivel € formada através de ligacdes covalentes envolvendo os grupos funcionais,
como —NH, ou —OH, presentes na cadeia do polissacarideo. As ligacOes covalentes podem
ser formadas através da utilizacdo de agentes reticulantes, reacdes polimero-polimero
envolvendo os grupos funcionais ativos, por agentes fotossintetizantes, ou por reacdes
catalisadas enzimaticamente (DASH et al., 2011; JANES et al., 2001).

Ja os géis fisicos, de estrutura reversivel, sdo formados por redes mantidas através

de interacOes eletrostaticas, hidrofobicas ou por ligacdes de hidrogénio. O principal gel
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fisico € o promovido através de interacdes iOnicas entre a quitosana carregada
positivamente e pequenos compostos negativos, como os sulfatos, citratos, e fons fosfatos
ou com metais anidnicos (DASH et al., 2011).

Outro tipo de gel fisico é o formado através de interacdes eletrostdticas entre a
quitosana e polieletrdlitos de cadeia longa com carga oposta, os chamados complexos de
polieletrélitos (PEC). A mistura dos polieletrdlitos de carga oposta em solucdo resulta em
espontanea associacao entre os polimeros. O gel formado também € do tipo reversivel e, em
geral, € bastante sensivel a mudancas nas condicdes do meio em que se encontra. A
formacdo e estabilidade dos complexos dependem de vdrios fatores, como grau de
ionizacdo de cada polieletrdlito, densidade de carga, distribui¢do de cargas na cadeia
polimérica, concentragao dos polieletrélitos, razdo e ordem da mistura dos polimeros,
natureza e posi¢do dos grupos idnicos, massa molecular e flexibilidade das cadeias, bem
como temperatura, forca idnica e pH do meio de reacaio (HAMMAN, 2010; DASH et al.,

2011).

3.5 Recobrimento com quitosana

O recobrimento de particulas formadas por polieletrdlitos negativos utilizando
quitosana tem sido largamente estudado, principalmente as particulas de alginato recobertas
com quitosana (COLINET, et al., 2010; WITTAYA-AREEKUL et al., 2006; COOK et al.,
2011; MURATA, et al., 1993).

Em muitos trabalhos encontrados na literatura foi demonstrado que o recobrimento
com quitosana traz beneficios ao sistema utilizado na encapsulacao (COOK et al., 2011;

WITTAYA-AREEKUL et al., 2006; ANAL & STEVENS, 2005; COLINET, et al., 2010;
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MURATA, et al., 1993). Em geral, a presenca de uma camada externa adicional permite
cobrir ou preencher as porosidades da matriz, resultando em aumento da protecdo do
composto bioativo (ZOU et al.,, 2011). O recobrimento de particulas de alginato com
quitosana trouxe melhoras na estabilidade fisica das particulas quando em meios alcalinos,
alterando a taxa de intumescimento e erosao das particulas, além de reduzir a velocidade de
difusdo das substancias encapsuladas (COLINET, et al., 2010).

Outra vantagem do recobrimento que pode ser citada é o aumento da bio-
adesividade das particulas recobertas com quitosana. Com exce¢ao do esdfago, todo o trato
gastrointestinal, incluindo estdmago, € recoberto por uma camada continua de gel de muco
insoldvel. O gel de muco é composto, principalmente, de glicoproteinas. Devido a presenca
de grupos estér sulfato e de grupos de 4cidos sidlicos na estrutura das glicoproteinas, a
camada de muco como um todo € fortemente carregada negativamente, o que favorece as
interacdes com particulas de carga positiva como as particulas recobertas com quitosana. A
maior interacdo entre mucosas e particulas causa aumento no tempo de contato entre a
capsula e a mucosa, podendo prolongar o tempo de residéncia da cdpsula no sitio de destino
e permitir melhor controle da liberacdo dos compostos encapsulados (COLINET, et al.,
2010; JONES & MCCLEMENTS, 2010; TAKEUCHI et al., 1996; GASEROD et al.,
1998).

Estudos envolvendo o recobrimento com quitosana de particulas de gelana sdo
menos freqiientes na literatura. FUJII et al. (2005) e OHKAWA et al. (2004) fizeram
estudos sobre encapsulacdo de compostos bioativos, como enzimas, em capsulas compostas

por gelana e quitosana. As cédpsulas formadas se mostraram mecanica e quimicamente
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estaveis em condi¢des fisioldgicas, podendo ser facilmente aplicadas na encapsulacdo de

diversos compostos.

3.6 Digestao in vitro de particulas

Nos ultimos anos tem sido notdvel o aumento do interesse em campos de estudo
relacionados a encapsulagdo, protecdo e entrega controlada de compostos bioativos com o
objetivo de beneficiar a saide humana. O método e material utilizados na encapsulacao
podem ser manipulados de forma a direcionar a entrega dos compostos de interesse em
sitios especificos do trato gastrointestinal, e também de forma a controlar a velocidade de
liberacao do composto (HUR et al, 2011).

A verificacdo da eficdcia das novas estruturas desenvolvidas para encapsulagio de
compostos bioativos depende da disponibilidade de modelos digestivos que simulem os
eventos fisico-quimicos e fisiol6gicos complexos que ocorrem no trato gastrointestinal
(HUR et al, 2011). Como os testes in vivo, tanto em humanos quanto em animais, sdo de
alto custo e demandam longos periodos de tempo para serem realizados, os métodos de
simulacdo gastrointestinal in vifro t€tm se mostrado como uma alternativa na obtencdo de
resultados rdpidos e de maneira mais simplificada (HUR et al, 2011).

De fato, simular completamente as condicdes da digestdo ndo € uma tarefa simples,
e muito esforco tem sido feito nos ultimos anos de forma a se obter condi¢des in vitro,
como atividade enzimdtica, composicao i0nica, pH, for¢as mecénicas e tempos de digestao,
semelhantes as condi¢des encontradas in vivo (HUR et al, 2011). No entanto, atualmente,

ainda nao existe um método universalmente aceito.
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O processo de digestao € constituido por uma série de etapas. Todas as etapas
ocorrem na temperatura normal do corpo humano, 37°C, ideal em relacdo a atividade das
enzimas e sua solubilidade (OOMEN et al., 2003). Inicialmente, na boca, o alimento é
misturado com saliva, o que pode resultar em modificagdes no pH, forca idnica e
temperatura do meio. Além disso, o alimento pode ser modificado pelas enzimas, como
lipases, amilases e proteases, interagir com os biopolimeros presentes na saliva e ser
fisicamente quebrado através da mastigac@o. A saliva humana tem pH entre 7 e 8 logo apds
a ingestdao de alimentos. Os alimentos, geralmente, permanecem curtos periodos de tempo
na boca antes de serem deglutidos, e os efeitos da digestdo ocorrida na boca dependem do
alimento, duracdo e intensidade da mastigacdo e das condi¢des fisioldgicas do individuo
(HUR et al, 2011; OOMEN et al., 2003).

Ap6s a degluticdo, o alimento passa pelo esdfago e chega ao estdbmago, em que é
misturado com sucos gastricos 4dcidos, com pH entre 1 e 3. Além disso, € exposto a acdo de
enzimas gdstricas (pepsina, lipase), minerais, componentes com atividade de superficie,
outros componentes bioldgicos e agitacdo mecanica devido a mobilidade estomacal. Os
alimentos podem permanecer no estdmago por poucos minutos ou até algumas horas,
dependendo da sua quantidade, estado fisico, dimensdes e estrutura (HUR et al, 2011;
OOMEN et al., 2003).

A préxima etapa da digestdo € realizada no intestino delgado, um tubo com cerca de
5Sm de comprimento e de drea superficial muito grande devido a sua topologia complexa.
Ao entrar na primeira por¢ao do intestino, o “quimo” ¢ misturado com bicarbonato de
sodio, sais de bile, fosfolipidios e enzimas secretadas pelo pancreas, figado e vesicula

biliar. Nessa etapa o pH da mistura passa de dcido para neutro (pH entre 5,8-6,5). A maioria

28



dos nutrientes € absorvida no intestino delgado (HUR et al, 2011; OOMEN et al., 2003). Os
componentes que nao sao absorvidos chegam ao intestino grosso, cuja principal fungao €
absorver dgua e eletrélitos, dar lugar a fermentacdo de polissacarideos e proteinas,
reabsorver os sais de bile, e formar, armazenar e eliminar a matéria fecal (HUR et al, 2011;
MCCLEMENTS & LI, 2010).

No caso de géis de polissacarideos como a gelana e quitosana, compostos
resistentes a maioria das enzimas presentes no trato gastrointestinal humano, os fatores
mais importantes durante as etapas da digestdo, sdo aqueles que podem causar quebra da
matriz gelificada, e assim, liberar o componente encapsulado. Dentre estes fatores &
possivel citar o pH, presenca de componentes com atividade de superficie, forca idnica do
meio, e forcas mecanicas envolvidas na digestdo. A matriz gelificada pode responder as
mudancas nas condicdes do meio ao qual foi exposta de vérias formas, como: permanecer
intacta, intumescer ou diminuir, ser fisica, quimica ou enzimaticamente degradada ou sofrer
fragmentacdo fisica. O comportamento da matriz é determinado pelo tipo de material e
pelas interagdes que formam a rede de gel. Um exemplo que pode ser dado sdo os
complexos eletrostaticos formados entre polissacarideos anidnicos e proteinas em baixos
valores de pH, que podem se dissociar em meios com pH acima do ponto isoelétrico da
proteina, devido ao enfraquecimento das interacdes eletrostaticas que une os biopolimeros

(MCCLEMENTS & LI, 2010).
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais

Os materiais utilizados foram a goma gelana desacilada (Kelcogel®), gentilmente
cedida pela Kelco (San Diego, EUA), a quitosana (Primex Ingredients S.A., Islandia)
proveniente de carapaga de caranguejo com grau de desacetilacdo de 86,7% e os demais

reagentes utilizados foram de grau analitico.

4.2 Preparo das solucoes

As solugdes de gelana (0,4, 0,6, 0,8, 1 e 1,2% m/m) foram preparadas pela
dissolu¢do do pé em dgua deionizada sob agitagdo magnética a temperatura ambiente por 1
hora. Em seguida, foi aplicado um tratamento térmico a 70°C por 30 minutos e depois um
resfriamento até 25°C utilizando um banho de dgua. As solugdes de gelana foram
caracterizadas quanto a sua densidade, tensdo superficial e propriedades reoldgicas
(metodologias descritas nas se¢oes 4.7.1, 4.7.2 e 4.7.3, respectivamente).

J& as solucdes salinas foram obtidas através da pesagem dos sais (CaCl, ou KCI) e
transferéncia para baldo volumétrico, com volume completado com 4gua deionizada, de
modo a obter as concentracOes desejadas. As solucdes contendo quitosana (0,25 e 0,5%
m/m) foram obtidas através da dissolu¢do do polissacarideo em tampao acetato de sodio 0,2

M (pH =3,0 £0,1), sob agitacdo magnética a temperatura ambiente por 12 horas.

4.3 Definicao das concentracoes para formacao de géis

Um ensaio preliminar foi realizado com o objetivo de determinar as concentragcdes

adequadas do agente gelificante (CaCl,, KCI ou quitosana) para a formacdao de gel das
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solucdes de gelana (0,4, 0,6, 0,8, 1,0 e 1,2% m/m). O processo de gotejamento foi utilizado,
pois permitia a producdo de macroesferas (didmetro de aproximadamente 3 mm), em que as
caracteristicas do gel foram mais facilmente avaliadas.

As solugdes de gelana a temperatura ambiente (25°C) foram gotejadas nas solugdes
contendo o agente gelificante através da extrusdo em seringa de 5 ml acoplada a agulha
hipodérmica com didmetro de 0,8 mm. A altura entre a saida da agulha e a solugdo
gelificante foi fixada em 10 cm (CHAN et al., 2009). As particulas foram mantidas por 30
minutos no banho gelificante sob agitacdo orbital de 100 oscilagdes por minuto (OPM) em
Shaker modelo TE-420 (Tecnal, Brasil). Logo depois foram filtradas em peneira, lavadas
com 4gua destilada e armazenadas em recipientes fechados a 10°C. Apds 24 horas foi
realizada a andlise de compressdo uniaxial para determinar a forca mdxima das

macroesferas (secao 4.7.4) e a sua morfologia foi registrada por uma camera digital.

4.4 Preparo dos microgéis

4.4.1 Equipamento

O aparato para a produgdo dos microgéis era composto por uma bomba peristaltica
(com intervalo de vazdo de 0,18 a 22,8 L/h) Masterflex modelo 7518-00 (Cole-Parmer
Instrument Company, EUA), um compressor (pressdo maxima de 8,3 bar) com 2 pistdes,
simples estagio e isento de 6leo, modelo CSA-6,5 Silent (Schulz, Brasil) e um suporte onde
foi fixado o aspersor de fluxo coaxial, com mistura externa gis/liquido. A representacio da

geometria do bico aspersor e do processo encontram-se na Figura 8.
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Solugdes de gelana 25°C

Bomba
Peristaltica

Compressor

Selugdo de CaCl,,KClI
ou quitosana

—_—

Figura 8. Configura¢do do bico aspersor e do processo de atomizacdo. H: distincia entre a saida do bico
aspersor e a solucdo gelificante; d,: didmetro interno do orificio para passagem do ar; d;: didmetro interno do
orificio para passagem do liquido e d, o: didmetro externo do orificio para passagem do liquido.
4.4.2 Processo de atomizagdo para formagdo dos microgéis

As solugdes de gelana a 25°C foram bombeadas com vazdo constante de
aproximadamente 0,18 L/h, através do diametro interno do bico aspersor (d;). Foi utilizada
a vazao minima da bomba pois, em geral, menores tamanhos de gotas sdo obtidos usando-
se vazoes de liquido e ar baixa e alta, respectivamente, de modo a maximizar a velocidade

relativa entre gds e liquido (MANSOUR & CHIGIER, 1995; FRITSCHING, 2006). A

pressdo relativa (manométrica) de ar para a atomizagdo variou entre 1 e 1,5 bar, pois acima
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de 1,5 bar a solucdo salina acabava sendo lancada fora do recipiente de coleta. Trés
diferentes bicos aspersores foram utilizados. A Tabela 1 mostra o didmetro interno de saida

de liquido (d;) e didmetro interno de saida de ar (dy) das 3 configuracgdes utilizadas.

Tabela 1. Didmetros e areas de saida de liquido e gas dos bicos aspersores.

d; (mm) | Area (liquido) (mmz) dg (mm) Area (gés) (mmz)
Bico 1 0,7 0,38 2,5 3,02
Bico 2 1 0,79 3,0 3,77
Bico 3 1,2 1,13 3,35 5,01

Na Figura 9 é possivel observar a correlacio entre a pressdo do ar e a velocidade
correspondente utilizando os diferentes bicos aspersores. As vazdes volumétricas na saida
de cada bico aspersor, nas diferentes pressoes utilizadas, foram obtidas através de medidas
feitas com um rotametro (Gilmont Instruments, INC., USA). A velocidade do gés (v,) foi
calculada através da relagcdo entre as vazdes volumétricas e as dreas de saida de gés dos
bicos aspersores. E possivel observar que as maiores velocidades foram alcancadas com o

“Bico 17, pois este possui a menor area de saida do ar.

280 4| ---#-- Bico1
— O -Bico 2 -
- 200 | —&—Bico 3 =
£ S
= 180 - + e
3 100 e T T
8 —
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D T T T
075 1 1,25 15 175
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Figura 9. Correlagdo entre pressdo do ar e velocidade utilizando os diferentes bicos aspersores.
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As gotas produzidas foram coletadas em 800 ml de solugao gelificante (1,1% m/v de
CaCl,, ou 2,28% m/v de KCl ou 0,25% e 0,5% m/m de quitosana) sob agitacio magnética.
As concentracdes das solucdes gelificantes foram determinadas através do ensaio
preliminar descrito na se¢ao 4.3. A distancia entre o bico aspersor e a superficie da solugao
de coleta (H) variou entre 20 € 35 cm.

As particulas foram mantidas por 30 minutos no banho de coleta e analisadas
imediatamente quanto a sua distribui¢do de tamanho (sec¢do 4.7.5). O restante da solucao
contendo os microgéis foi filtrado em peneira com abertura de 0,037 mm, lavadas com 4dgua
destilada e analisadas quanto a sua morfologia e potencial Zeta (se¢des 4.7.6 e 4.7.7,
respectivamente). Em alguns casos também foi determinada a distribuicao de tamanho das
particulas ap6s a etapa de filtracao.

A estabilidade dos microgéis foi avaliada através do armazenamento de suspensoes
aquosas contendo 10% m/m de microgéis a temperatura de 10°C. Aliquotas das suspensdes
foram analisadas periodicamente quanto ao tamanho e morfologia (se¢des 4.7.5 e 4.7.6,
respectivamente). Foi avaliada a estabilidade em dgua destilada e em tampao acetato 0,1 M
(pH 3,2).

Suspensdes de microgéis contendo 30, 50 ou 70% de particulas (m/m) dispersas em
dgua destilada tiveram suas propriedades reoldgicas determinadas (se¢do 4.7.3). A andlise
foi realizada imediatamente apds a suspensao das particulas. Como os microgéis de gelana
gelificados com cloreto de potdssio foram menos estidveis em dgua destilada, somente
foram analisadas as suspensdes contendo microgéis de gelana com gelificacao induzida por

cloreto de calcio.
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4.4.3 Efeito da pressdo de ar

A pressao de ar foi de 1, 1,25 e 1,5 bar durante a atomizacao da solug¢dao contendo
gelana (1% m/m) em solucdo de cloreto de cdlcio ou cloreto de potdssio, enquanto que
todas as demais condi¢des de processo como configuraciao do bico aspersor, altura de coleta
e vazdo de liquido foram mantidas constantes (d; = 0,7 mm, H = 20 cm, vazdo de

alimentacdo = 0,18 L/h).

4.4.4 Efeito da altura entre bico aspersor e banho de coleta (H)

As alturas entre bico aspersor e o banho gelificante foram de 20, 25, 30 e 35 cm
durante a atomizacdo da solucdo contendo gelana (1% m/m) em solucdo de cloreto de
célcio ou cloreto de potéssio, enquanto que todas as demais condi¢des de processo foram

mantidas constantes (d; = 0,7 mm, vazao de alimentagcao = 0,18 L/h, pressao = 1 bar).

4.4.5 Efeito do diametro do bico aspersor

Foram avaliados trés diferentes bicos aspersores com didmetros internos de
passagem de liquido de 0,7, 1 e 1,2 mm durante a atomizacao da solucdo contendo gelana
(1% m/m) em solucdo de cloreto de célcio ou cloreto de potdssio. As demais condi¢des de
processo foram mantidas constantes (H = 20 cm, vazdo de alimentacdo = 0,18 L/h, pressao

=1 bar).

4.4.6 Efeito da concentracdo de gelana nos microgéis
Foi determinado o efeito da concentracdo de gelana (0,4, 0,6, 0,8, 1 ou 1,2% m/m)

na morfologia e tamanho das particulas formadas através de gelificacdo induzida por CaCl,
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ou KCI. Para tal as seguintes condi¢des de processo foram fixadas: altura de coleta = 20
cm, pressdao do ar = 1 bar, uso do bico aspersor 1 (d; = 0,7 mm) e vazao de liquido = 0,18

L/h.

4.4.7 Microgéis formados através da atomizagcdo da solucdo de gelana (1% m/m) em
quitosana

Ensaios envolvendo a atomizacdo de solugdo de gelana (1% m/m) com coleta das
gotas em solu¢do de quitosana 0,25 e 0,5% m/m em tampao acetato de soédio 0,2 M (pH =
3) foram feitos visando a produ¢do de microgéis formados por complexacao eletrostitica de
gelana/quitosana. Também foi feito um ensaio controle em que as gotas de gelana foram
coletadas em tampao acetato de sddio 0,2 M sem a presenca de quitosana, para assim
determinar a contribuicdo deste na formagdo das particulas. Para a atomizacdo foram
utilizadas duas condi¢des de pressao (1 ou 1,5 bar) enquanto outras condi¢des de processo
foram fixadas (H = 20cm, bico aspersor 1, vazdo de liquido = 0,18L/h). As particulas
formadas foram analisadas quanto a sua morfologia (se¢do 4.7.6) e distribuicao de tamanho

de particulas (secdo 4.7.5).

4.4.8 Numeros adimensionais do processo de atomizagdo

Os principais nimeros adimensionais que caracterizam o processo de atomizagao
foram calculados para as diferentes condicdes de processo utilizadas. Os nimeros de
Reynolds do gis (Re,) e da camada de liquido (Rey;) foram calculados de acordo com as

Equacdes 3 e 9, respectivamente.
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Re,, = ©)

em que u; representa a velocidade do liquido, e v; é sua viscosidade cinemdtica (m?/s). A
dimensdo caracteristica utilizada foi o comprimento das ondas formadas na interface gis-
liquido na saida do aspersor (A;) e ndo o didmetro do liquido (d;), dado que o A; € a
dimensdo critica para o processo (VARGA et al., 2003). O comprimento de onda (A)) e a
velocidade dessas ondas (uc) foram calculados de acordo com as equacdes 10 e 11,

respectivamente.
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u, = (11)
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RS}

em que C € um coeficiente de proporcionalidade que depende da configuracdo do bico
aspersor e foi considerado como 1,2 (VARGA et al., 2003). Os parametros relacionados as
ondas geradas pela primeira instabilidade na interface gas-liquido foram utilizados no
célculo da taxa de deformacao aplicada no liquido durante o processo de atomizagdo, assim

como apresentado na Equagdo 12 (ALISEDA et al., 2008).

V== (12)
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Solucdes contendo polissacarideos podem apresentar comportamento nao-
newtoniano dependendo da sua concentracio, o que significa que os valores de viscosidade
diminuem com a taxa de deformacdo aplicada segundo a Lei da Poténcia. Assim, nos
calculos realizados foram utilizados os valores estimados de viscosidade, utilizando-se os
pardmetros dos modelos reoldgicos ajustados para cada solu¢do de gelana, na taxa de
deformacao calculada para o processo (Equacdo 12).

O nimero de Ohnesorge (Oh), que relaciona a viscosidade do liquido com a tensdo
superficial, foi calculado de acordo com a Equacdo 5. J4 o nimero de Weber (We) que
relaciona as forgas fragmentadoras exercidas pelo gis e as forcas mantenedoras associadas
com a tensdo superficial foi determinado de acordo com a Equacdo 4, em que a velocidade
relativa (ur) foi considerada como a diferenca entre a velocidade do gés (u,) e a velocidade
das ondas formadas na interface gas-liquido (u.). Outro nimero adimensional importante €
a relacdo entre as vazdes madssicas de liquido e gds (m,), calculada de acordo com a
Equacio 6.

Estes adimensionais foram utilizados em um modelo para predicio do valor de
diametro de particula (Ds3;) feito por ALISEDA et al. (2008). O modelo sugerido leva em
consideragdo os efeitos gerados por fluidos de alta viscosidade e por fluidos nao-
newtonianos, como € o caso das solucdes de gelana. Além disso, o modelo foi desenvolvido
sem a utilizacdo de correlagdes empiricas, partindo de principios relacionados as
instabilidades envolvidas no processo de atomizacdo (instabilidade de Kelvin—Helmhotz e
de Rayleigh-Taylor) para obter a dependéncia do Dz, com relagdo aos numeros
adimensionais mais relevantes para o processo (Reynolds, Weber e Ohnesorge). A Equagao

13 apresenta o modelo desenvolvido por ALISEDA et al. (2008).
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em que os coeficientes C; e C, sdo da ordem de 1 e ambos sdo determinados
experimentalmente. O valor de C; depende da configuracdo do bico aspersor e C, estd
relacionado a dependéncia da viscosidade em comparagdo a tensdo superficial do
comprimento de onda critico na instabilidade de Rayleigh—Taylor. Os valores de C; e C,

foram obtidos por ajuste de forma a minimizar o erro entre os valores experimentais obtidos

para o Ds; das particulas com gelana/Ca e gelana/K e os valores preditos pelo modelo.

4.5 Recobrimento dos microgéis de gelana/Ca e gelana/K com quitosana

Microgéis de gelana (0,6, 0,8, 1 e 1,2 % m/m) formados através de gelificacao
ionica com CaCl, ou KCIl foram recobertos com solucdo de quitosana. Para tal, os
microgéis de gelana/Ca e gelana/K foram dispersos em solu¢do de quitosana (0,25% m/m)
e foram mantidos sob agitacdo magnética durante 30 minutos. A adi¢do dos microgéis na
solucdo de quitosana foi feita em duas etapas para evitar a formagao de aglomerados. Na
primeira etapa os microgéis foram dispersos em uma aliquota de tampao acetato de sddio
0,2 M. Em seguida, uma aliquota igual de solu¢do de quitosana (0,5 % m/m) foi adicionada
gradativamente, resultando em uma dispersao contendo 20% m/m de microgéis em solucao
de quitosana 0,25% (m/m). Ao final, as dispersdes foram filtradas em peneira de abertura
de 38 um, e os microgéis resultantes foram analisados quanto a sua morfologia (secdo
4.7.6), distribuicdo de tamanho de particulas (secdo 4.7.5) e potencial zeta (se¢ao 4.7.7).
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4.6 Simulacao in vitro das condicoes da digestao

Os microgéis contendo 1% (m/m) de gelana com gelificacao induzida por CaCl, ou
KCl, com ou sem recobrimento de quitosana (0,25% m/m) foram submetidos a ensaios de
simulagdo de digestdo in vitro. Os microgéis foram incubados em diferentes meios de modo
a simular a digestdo bucal (saliva), géstrica e entérica. Na etapa de simulagdo da digestao
bucal, os microgéis foram adicionados ao tampao fosfato (0,005M, pH 6,9; NaCl IM +
CaCl, 0,004M) na proporcao de 1g de amostra para cada 4 ml de tampao (HOEBLER et al.,
2002). As etapas de digestao géstrica e entérica foram simuladas seguindo a metodologia de
GARRETT et al. (1999). O suco géstrico foi composto por pepsina porcina (40mg/ml em
0,1 M HCI) que foi adicionada em uma propor¢do de 0,5g de pepsina por 100g de amostra
(MILLER et al., 1981). Apéds a adicdo do suco gastrico, o pH da mistura foi ajustado para
um valor igual a 2 através da adicdo de HCI, e a mistura foi incubada por 1 hora. Na etapa
de digestao entérica, a mistura resultante da digestio gastrica foi neutralizada e levada a pH
5,3 com o auxilio de solucdo de bicarbonato de s6dio 0,9 M antes da adi¢do de 9ml de uma
mistura de extrato de bile e pancreatina (2 mg/ml pancreatina + 12 mg/ml extrato de bile
porcina). O pH da mistura foi ajustado a 7 antes da incubacdo das amostras por mais 2
horas. Todas as incubagdes foram realizadas em uma incubadora com agitacdo orbital
(Shaker), modelo TE-420 (Tecnal, Brasil), com temperatura controlada, de modo que os
sistemas permanecessem com 37°C e agitagdo constante de 100 oscilagdes por minuto
(OPM). Ao final das etapas de digestdo gdstrica e entérica, as particulas presentes na
mistura foram analisadas quanto a sua distribui¢do de tamanho (secdo 4.7.5), morfologia

(secdo 4.7.6) e potencial zeta (se¢do 4.7.7).
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4.7 Metodologias de analise

4.7.1 Densidade
A densidade das solucdes de gelana na temperatura de 25°C foi determinada através
de densimetro digital Digital Density Meter (Antoon Paar, Austria). As medidas foram

realizadas em triplicata.

4.7.2 Tensdo superficial
A tensdo superficial (interface gds-fluido) das solugdes de gelana nas diversas
concentragdes foi feita em um tensidmetro de anel Sigma 701 (KSV Instruments, Finland)

na temperatura de 25°C. As andlises foram feitas em triplicata.

4.7.3 Propriedades reologicas — curvas de escoamento e tensoes normais

As propriedades reoldgicas foram determinadas a 25°C em um redmetro modular
compacto Physica MCR301 (Anton Paar, Austria). Para determinar o comportamento
reolégico do fluido foram realizados ensaios para a determinacdo da tens@o de cisalhamento
em fungdo da taxa de deformacgdo aplicada no sistema (curvas de escoamento). Para a
avaliacdo das solucdes de gelana foi utilizada uma geometria tipo cone-placa com 50 mm
de didmetro, e a taxa de deformacdo aplicada variou entre 0 e 4000 s' . J4 as curvas de
escoamento das suspensdes de microgéis foram determinadas com geometria rugosa de
placas paralelas com 50 mm de didmetro e “gap” de 0,8 ou 1 mm, dependendo do
comportamento da amostra. A taxa de deformacgdo aplicada variou entre 0 e 300 s'. Os
modelos para fluidos Newtoniano (14), pseudopléstico (15) e de Herschel-Bulkley (16)

foram utilizados para ajustar as curvas de escoamento:
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o=ny (14)
oc=k)" (15)

o=0,+k(y)" (16)

. Z ~ -1 z . . z , .
onde y é a taxa de deformacdo (s"), m € a viscosidade (Pa.s), n é o indice de
comportamento, o, € a tensdo residual (Pa), e k € o indice de consisténcia (Pa.s").

A primeira diferenca de tensdes normais (N1) também foi obtida em funcao da taxa

de deformacao (Pa).

4.7.4 Compressao Uniaxial

A forca maxima das macroesferas foi determinada através de ensaios de compressao
uniaxial realizados em um texturdmetro TA-XT Plus Texture Analyser (Stable Micro
Systems, UK) utilizando a geometria do tipo placa cilindrica de acrilico com 35 mm de
didmetro, lubrificada com 6leo de silicone de baixa viscosidade de forma a evitar o atrito
com a amostra. As macroesferas foram comprimidas até 80% da sua altura inicial sob
velocidade de 0,5mm/s. A forca maxima obtida foi utilizada para determinar as
concentracdes adequadas de sal e de polissacarideo para a producdo de microgéis mais
resistentes. Durante a andlise de for¢ca mdxima, 5 macroesferas foram comprimidas em cada
ensaio, tomando-se o cuidado de manter sempre a mesma disposicdo. Para obtenc¢do do
resultado final, o valor obtido em cada ensaio foi dividido por 5. Os ensaios foram

realizados em triplicata.
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4.7.5 Distribui¢do de tamanho de particulas — Difracdo a laser

A distribuicdo de tamanho de particulas foi determinada através da técnica de
difracdo a laser utilizando-se um equipamento Laser Scattering Spectrometer Mastersizer
2000 (Malvern Instruments LTD., U.K). As propriedades 6pticas das particulas utilizadas
foram 1,33 para o indice de refracdo e 0,1 para o indice de absor¢@o. A anadlise foi realizada
imediatamente apds o tempo de cura, em que uma aliquota da solugdo salina contendo os
microgéis foi inserida no equipamento, utilizando dgua destilada como meio dispersante.
Foi utilizada agitacdo de 1750 rpm e os dados obtidos foram convertidos em tamanho de
particulas utilizando-se a Teoria de Mie, adequada para particulas transparentes como os
microgéis de gelana. O tamanho médio das particulas foi determinado utilizando o Sauter
Mean Diameter (Ds3;), que € definido como o didmetro da esfera que possui a mesma
relacdo volume/area superficial que a particula de interesse (Equagdo 17) (CHAN et al.,

2012).

D - Znid,? (17)

32 T 2
Z”idi

onde n; é o nimero de particulas com didmetro di. Também foi determinado através da
curva de distribui¢do de tamanhos o “span”, parametro associado a polidispersdao das
particulas, calculado de acordo com a Equacgdo 18.

d d

©.D (18)

09

Span =

(0.5)
em que d(0,1), d(0,5) e d(0,9) representam os valores de diametro em que 10, 50 e 90% das

particulas da distribui¢do encontram-se abaixo, respectivamente.
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4.7.6 Microscopia optica e andlise de morfologia dos microgéis

A morfologia dos microgéis foi analisada através de microscopia 6ptica utilizando
um microscopio Scope Al (Carl Zeiss, Germany) com lentes objetivas de 10x. Os
microgéis de gelana foram corados com azul de metileno, colocados em ldminas e,
cuidadosamente, cobertos com laminulas. No minimo 20 imagens foram obtidas para cada
amostra. Para corar os microgéis com camada de recobrimento de quitosana foi utilizado o
corante Vermelho do Congo.

O D3, e o formato dos microgéis foram determinados por andlise de imagens
utilizando-se o software Image J 1.36b (http://rsb.info.nih.gov/ij/). Medidas dos didmetros
de Feret minimo (Fy,) € maximo (Fys) foram feitas para cada particula, em um total
minimo de 400 particulas para cada amostra. O aspect ratio (AR), que indica quao irregular
€ a particula, foi obtido a partir da relacdo entre F, s € Fnm (Equacdo 19). Quanto mais
proximo da unidade estiver o valor do AR, mais esférica € a particula, sendo que o valor de
1 indica uma esfera perfeita. O didametro médio das particulas (d;) foi determinado pela 4rea
da esfera equivalente (Equacgao 20), considerando que as particulas apresentam um formato
elipsoidal, e este foi utilizado no célculo do Sauter mean diameter (D3;) (Equagdo 17) com
o intuito de comparar o tamanho dos diferentes microgéis produzidos (PERRECHIL,

2010).

AR: max (19)

min

d, =~/ F max- F min (20)
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4.7.7 Potencial Zeta

O potencial zeta dos microgéis foi determinado através de andlise em NanoZetaS
(Malvern Instruments LTD., U.K). Para tal foi feita uma suspensdo em &4gua destilada
contendo 1,5% m/m de microgéis. Essa concentragdo foi determinada através de ensaios

preliminares. Todas as medidas foram realizadas em triplicata.

4.8 Analise Estatistica

A comparacdo entre as amostras em relacdo as diferentes propriedades determinadas
foi feita através de andlise de variancia-ANOVA em que diferengas estatisticas (p < 0,05)
foram determinadas pelo teste de Tukey utilizando o software STATISTICA 5.5 (Statisoft

Inc., Tulsa USA, 2000).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Propriedades das solucoes de gelana

5.1.1. Densidade

A Figura 10 apresenta o efeito da concentracao de gelana na densidade da solugdo a
25°C. E possivel observar que a densidade aumenta com o aumento da concentracio de
polissacarideo, porém esse aumento € bastante reduzido, com valores muito préximos a
densidade da 4gua. Foi obtido um bom ajuste linear, portanto a densidade para outras
concentracdoes dentro da faixa estudada pode ser estimada a partir da equagdo obtida.
Apesar da influéncia da densidade ser reconhecida como pequena no tamanho das
particulas produzidas durante o processo de atomizacdo (LEFEBVRE, 1989), a
determinagdo dessa propriedade se faz necessdria para o cdlculo dos nimeros

adimensionais, importantes para a caracterizacdo e aumento de escala do processo.
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Figura 10. Efeito da concentracio de gelana na densidade.
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5.1.2 Tensdo superficial

A tensdo superficial das solu¢des de gelana nas concentracdes de 0,4, 0,6, 0,8, 1 e
1,2% m/m nao pode ser determinada devido aos altos valores de viscosidade dessas
solugdes. Na Figura 11 sdo apresentados os dados de tens@o superficial de solugdes com até
0,3% m/m de gelana. E possivel observar para estes dados, que a tensdo superficial néo
variou com a concentracdo de gelana. A adi¢do desse polissacarideo, independente da
concentracdo, causou uma reducdo na tensdo superficial da dgua que é de 71,9 mN/m a

25°C (VARGAFTIK et al., 1983).
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Figura 11. Tensao superficial das solu¢des diluidas de gelana.

PAUNOV (2003) mediu a tensdo superficial de solucdes com diferentes
concentracoes de gelana (0,2, 0,5, 1 € 2% m/m) com um tensidmetro de gota pendente. No
estudo de PAUNOV (2003) a adicdo de gelana ndo alterou o valor de tensdo superficial
observado para a dgua pura, o que foi atribuido a purificacdo do polissacarideo realizada
antes do ensaio. No entanto, a tendéncia foi similar aos nossos resultados, ou seja, os
valores de tensdo superficial ndo mostraram dependéncia da concentracdo de

polissacarideo. Os resultados obtidos no estudo de PAUNOV também mostraram que a
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gelana tem atividade de superficie muito reduzida tanto na interface ar-idgua quanto em
interfaces hidrofébicas como decano-agua.

A tensdo superficial que foi utilizada nos célculos dos ndmeros adimensionais
relacionados ao processo de atomizagao, foi um valor médio dos valores apresentados na
Figura 11. O mesmo valor foi utilizado para as diferentes concentracdes de gelana

estudadas.

5.1.3. Viscosidade

A Figura 12 apresenta as curvas de escoamento para as solugdes de gelana obtidas
em um amplo intervalo de taxas de deformacdo, uma vez que em processos de atomizagao
o fluido é exposto a taxas de deformacdo da ordem de 10* s'. Em funcdo de limitacoes
experimentais, a solucdo com 0,4% m/m de gelana foi avaliada até 1.000 s™' (acima dessa
taxa de deformacdo o fluido era expulso da geometria) e as demais concentracdes até 4.000
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Figura 12. Curvas de escoamento das solug¢des de gelana a 25°C.
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A partir das curvas obtidas, foi possivel ajustar o modelo Lei da Poténcia
(pseudoplastico) para as solugdes com 0,6, 0,8 e 1% (m/m) de gelana e o modelo de
Herschel-Bulkley para a solu¢do mais concentrada de gelana (1,2% m/m). J4 a solugdo
contendo 0,4% m/m de gelana apresentou comportamento de fluido Newtoniano, com
viscosidade constante frente ao cisalhamento. O modelo Newtoniano foi adequado nesse
caso, ja que se tratava de uma solucdo bastante diluida, em que o comportamento do
solvente (dgua) prevaleceu.

O comportamento de fluido pseudopldstico para as outras concentracdes de gelana
estd associado ao alinhamento das cadeias e a quebra de aglomerados durante o
cisalhamento de compostos de cadeias longas, como € o caso da gelana, resultando na
reducdo da viscosidade da solucdo e favorecimento do escoamento. O comportamento
pseudopléstico € caracteristico de polimeros lineares como a gelana (BEMILLER, 2007)
em concentragdes acima do regime diluido.

Ja a solucdo com maior concentracdo de gelana apresentou comportamento muito
semelhante ao da solu¢do com 1% m/m de polissacarideo, porém foi observada uma
pequena tensdo residual. Isso pode ser atribuido ao inicio de formagao de gel.

A Tabela 2 apresenta os parametros reoldgicos obtidos através dos modelos
ajustados. E possivel observar um aumento no indice de consisténcia com o aumento da
concentracdo de gelana até 1% m/m. J4 o indice de comportamento apresentou tendéncia
inversamente proporcional em relacdo a concentragdo de polissacarideo, mostrando que o

comportamento pseudopldstico se intensificou com a concentrag¢ao até 1% m/m. Nao houve
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diferenca estatistica entre as solucdes contendo 1 e 1,2% (m/m) de gelana quanto aos

valores de indice de consisténcia e indice de comportamento.

Tabela 2. ParAmetros reoldgicos das solugdes de gelana a 25°C.

Gelana (% m/m) | Comportamento | % (Pa) |k (Pa.s") ou p (Pa.s) n R2
0,4 Newtoniano 0,009+ 0,0002 A 0,9999
0,6 Pseudoplastico 1,28+ 0,025 B 0,464+ 0,002 * | 0,9966
0,8 Pseudoplastico 4,85+ 0,164 © 0,331+ 0,003 ® | 0,9958
1 Pseudoplastico 10,95+ 0,665° | 0,268+ 0,014 © | 0,9963
1,2 Herschel-Bulkley |4,09+1,2 9,5+ 0,984 ° 0,278+ 0,018 © | 0,9982

Letras diferentes indicam diferengas significativas para o parametro avaliado (p < 0,05).

Na Figura 13 € apresentada a relagdo entre a viscosidade aparente das solucdes na

. 1 . L, . .
menor taxa de cisalhamento (0,01 s) em que foi possivel realizar a medida e a
concentracdo de gelana. E possivel observar que a viscosidade aumentou exponencialmente

com a concentragdo de polissacarideo.
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Figura 13. Efeito da concentracdo de gelana na viscosidade aparente (1) das solu¢des em taxa de deformacao

de 0,01 s,
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Essa alta dependéncia da concentracdo apresentada pela viscosidade, em que
pequenos incrementos na concentragcdo resultam em grandes aumentos nos valores de
viscosidade, € tipica de polissacarideos (BEMILLER, 2007). Em concentracdes acima de
0,064% m/v, que € o valor critico que define o limite entre regime diluido e concentrado
(JAMPEN et al.,, 2000), aumenta-se a probabilidade de colisdo e sobreposicao das
moléculas do biopolimero. Como resultado ocorre o emaranhamento das cadeias e o
aumento do volume ocupado por elas, com conseqiiente aumento do valor da viscosidade
(BEMILLER, 2007; YAMAMOTO, 2006).

Na Figura 14 pode-se observar a influéncia da taxa de deformacdo na viscosidade
aparente das solugdes de gelana. Durante a preparacdo dos microgéis estas solugdes sao
expostas a diversas condi¢des de taxas de deformacao. No processo de formacdo das gotas,
as solugdes sdo lancadas em correntes de ar em alta velocidade, que expdem o liquido a
taxas de deformacdo da ordem de 10°-10* s™. Depois disso, as gotas formadas vdo de
encontro ao banho gelificante, em que taxas de deformag¢do bem menores podem ser
observadas. Assim, é importante avaliar a viscosidade das solucdes em diversas taxas de
deformacio. E possivel observar que conforme a taxa aumenta, mais préximos sio os
valores de viscosidade observados para as solu¢des com diferentes concentracdes de

gelana.
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Figura 14. Influéncia da taxa de deformacdo na viscosidade aparente das solugdes de gelana a 25°C.

No célculo dos nimeros adimensionais do processo, os valores de viscosidade em
taxas de deformacdo acima das aplicadas durante os ensaios foram obtidas através dos

modelos ajustados para cada solucao de gelana.

5.1.4. Primeira Diferenca de Tensées Normais (N1)

A tensdo normal € um pardmetro associado a elasticidade ndo linear dos fluidos.
Essa elasticidade pode ter influéncia durante o processo de atomizacdo, podendo afetar o
formato das gotas formadas apds a saida do bico atomizador. Assim, algumas tentativas
para determinar essa propriedade foram feitas, mas nenhum resultado confidvel foi obtido.
A Figura 15 mostra um exemplo, em que sdo apresentadas as replicatas obtidas para uma
solucdo de gelana (1% m/m) que teve seu N1 analisado em taxa de deformagio constante

de 11000 s, utilizando um “gap” de 50 pm.
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Figura 15. Replicatas obtidas na determinacio de N1 em taxa de deformacdo constante (11.000 s™') para

solugdo de gelana (1% m/m).

Recentemente foi publicado um estudo feito por STOKES et al. (2011) em que a
primeira diferenca de tensdes normais foi determinada para solucdes aquosas de
polissacarideos (xantana, gelana, pectina, goma locusta e carragena). Os resultados desse
estudo mostraram que as solucdes de polissacarideos apresentaram componentes de tensoes
normais, mas estas s6 apareceram em taxas de cisalhamento muito altas, em geral acima de
1.000 s e no caso da gelana em taxas de cisalhamento acima de 11.000 s, ou seja, as
solucdes de gelana mostraram pouca elasticidade, quando comparadas com o0s outros
polissacarideos.

A determinacdo de N1 em redmetros rotacionais pode ser feita facilmente, porém
ndo é simples atingir taxas de deformacdo acima de 10* s'. Um método utilizado para
atingir valores extremos de taxa de deformacgdo seria através da reducdo da dimensdo

caracteristica (h) (“gap”) entre as placas paralelas (DAVIES & STOKES, 2005; DAVIES
54



& STOKES, 2008). A taxa de deformacdo ¢ uma relacao entre velocidade e o “gap”, assim
a reducdo do “gap” levaria a um aumento da taxa de deformagdo aplicada. Porém, essa
redugdo no “gap” (entre 5 ¢ 50 um) leva a aparicdo de inimeros artefatos nas medidas, que
ndo podem ser facilmente corrigidos, como aquecimento viscoso, fratura de borda,
escoamento secundario e migracdo radial do fluido. Além disso, também apresenta alguns
erros que podem ser corrigidos através da determinacdo de fatores de corre¢do para o
equipamento que estd sendo utilizado, como os decorrentes de efeitos inerciais e erros na
medida do “gap” realizada pelo redmetro. Esse ltimo pode ser gerado devido a vdrios
fatores como ndo paralelismo das placas, ndo concentricidade, efeito de borda,
deslizamento do fluido e do procedimento utilizado para zerar o “gap” (DAVIES &
STOKES, 2005; DAVIES & STOKES, 2008). No entanto, a principal dificuldade para
avaliar o N1 da solucao de gelana pode ser atribuida a sua baixa elasticidade em condi¢des

de viscoelasticidade nao linear (STOKES et al., 2011).

5.2. Definicao das concentracoes para formacao de géis

5.2.1 Gelificagdo induzida por sais (CaCl; e KCl)

Ensaios de gotejamento foram realizados com o objetivo de determinar as
concentragcdes adequadas de polissacarideo e dos sais (CaCl, e KCI) para a formacdo de gel
e assim, usa-las durante a producdo dos microgéis no processo de atomizagdo. Este
processo foi utilizado devido a semelhanca quanto a difusdo do agente gelificante através
das gotas de polissacarideo do processo de produgdo de microgéis, e, pelo fato de serem
produzidas particulas macroscopicas, o que permite a visualizagdo de gelificacdo dos

sistemas mais facilmente que nos microgéis.
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Na Figura 16 € possivel observar que, independentemente do sal utilizado, a forca
maxima aumentou com o incremento da concentracdo de polissacarideo até 1% m/m de
gelana. Acima dessa concentracio foi observada uma reducgdo na forga, pois o excesso de

polissacarideo passou a deixar o sistema mais fragil e quebradico.
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Figura 16. Forca médxima das macroesferas de gelana formadas com A) CaCl, ou B) KCI. Letras diferentes
indicam diferencas significativas (p < 0,05). Letras maidsculas: diferencas entre as concentracdes de gelana
para uma concentra¢do fixa de sal. Letras mindsculas: diferencas entre as concentragdes de sais para uma

concentragdo fixa de gelana.

Com relacdo a concentracido de sal, em geral, foi observado que a forca mixima
também aumentou com maiores concentracdoes de sal para uma concentracdo fixa de
polissacarideo. As macroesferas formadas na menor concentracdo de KCI (1% m/v)
mostraram pequeno valor de forca méxima, sendo que na concentracdo de 0,4% de gelana a
particula obtida ndo pdde ser analisada devido a sua fragilidade.

Na Figura 17 sdo apresentadas as imagens das macroesferas obtidas nas

concentragdes intermediarias de sal (1,1% m/v de CaCl; e 3% m/v de KCl). Em geral, foi
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possivel observar que o formato das particulas tornou-se mais regular e esférico com o
aumento da concentracdo de gelana, independente do sal utilizado. O aumento da
concentracdo de sal para uma concentracio fixa de gelana também resultou em particulas
de formato mais regular e esférico (imagens ndo apresentadas), sendo que esse efeito foi
mais pronunciado nas menores concentragdes de gelana. Quanto maior a concentracio
salina do meio, mais rdpida é a difusdo do sal para dentro das gotas. Um processo de
gelificacdo mais rdpido (que pode ser causado tanto pela maior concentracdo de sal quanto
pela maior concentracdo de polissacarideo) impede a deformagdo das gotas, o que

explicaria os resultados obtidos.

Figura 17. Imagem das macroesferas de gelana com gelificacdo induzida por CaCl, (1,1 % m/v) ou KCI (3%

m/v). A) 0,4, B) 0,6, C) 0,8, D) 1 e E) 1,2 % m/m de gelana. As barras representam 1 cm.

A partir dos resultados apresentados anteriormente foram escolhidas as
concentracdes de sal a serem utilizadas para a producdo dos microgéis no processo de
atomizacao. No caso das particulas formadas com CaCl,, embora a maior concentragdo de
sal (3% m/v) tenha resultado nas particulas mais firmes, foi possivel observar que houve
uma diferenca pequena nos valores de forca méixima das particulas gotejadas na

concentracdo de 1,1% m/v comparadas as gotejadas em 3% m/v de CaCl,. Assim, para a
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producdo dos microgéis foi escolhida a concentragdo intermedidria de CaCl, (1,1% m/v),
pois a maior concentracao avaliada (3% m/v) resultou em aumento da forca maxima que
ndo justificaria a utilizacdo de uma concentracio de sal cerca de trés vezes maior. Para a
escolha da concentracdo do KCl para produg@o dos microgéis foi levada em consideragdo a

for¢a ionica (FI) da solugdo, que foi calculada de acordo com a Equagao 21:

FI= Z CiZi2 (21)

em que c; representa a concentracdo molar, e z; a carga do ifon. A equivaléncia de forca
ionica facilita a comparagdo dos sistemas com diferentes tipos de sais. Deste modo, para a
producdo dos microgéis de gelana/K foi fixada a concentragdo de 2,28% m/v, que resulta
em mesma forca idnica (FI = 0,3M) que a solugdo de cloreto de célcio 1,1% m/v.

A Figura 18 mostra a forca mdxima das macroesferas gelificadas & mesma forca
iénica (0,3 M). E possivel observar que as macroesferas gelificadas por CaCl, possuem
maior forca maxima em todas as concentracdes de gelana estudadas. Esse resultado estd de
acordo com o obtido em macrogéis (TANG et al., 1996; VILELA et al., 2011), e pode ser
explicado pelo tipo de interacdo que ocorre entre os cdtions e as cadeias de gelana. Os
cations monovalentes permitem a formagao de gel através de neutralizacdo de cargas das
cadeias de gelana. J4 os cdtions divalentes formam pontes salinas entre as cadeias de
gelana, resultando em uma interacao mais forte que a observada no caso do KCl e, por isto,

um gel mais forte é obtido.
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Figura 18. Forca maxima das gotas gelificadas por solu¢des de CaCl, ou KCl na mesma forga ionica (FI =
0,3M). Letras diferentes indicam diferencgas significativas (p < 0,05). Letras maitisculas: diferengas entre as
concentragdes de gelana para o mesmo tipo de sal. Letras mintisculas: diferencas entre os diferentes tipos de

sais para uma concentracio fixa de gelana.

5.2.2 Gelificagdo induzida por polieletrélito de carga positiva (quitosana)

Na Figura 19 sdo apresentadas as macroesferas formadas pela complexagdo entre
gelana e quitosana. Como as solucdes de quitosana foram preparadas em tampao acetato de
s6dio 0,2 M (pH = 3), também foi feito um ensaio controle (branco) com gotejamento da
gelana em tampdo acetato de sédio sem presenca de quitosana, pois os fons H" também
podem induzir gelificacdo do polissacarideo. O efeito do abaixamento do pH é andlogo ao
provocado pela adicdo de sais, dado que os fons hidrogénio permitem a formacdo do gel
através da reducdo da repulsdo eletrostitica existente entre as cadeias de gelana
(MORITAKA, 1995; YAMAMOTO, 2006). Além disso, o sédio, cation monovalente
presente no tampao, também pode levar a gelificacdo da gelana. A forca idnica do tampao

acetato de sodio 0,2 M (pH = 3) também foi calculada e apresentou um valor 10x menor (FI
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= 0,03 M) que o das solucdes salinas nas concentragdes escolhidas para o processo de
atomizacao (1,1% m/v de CaCl, e 2,28% m/v de KCl).

Os resultados obtidos com relacdo a forca maxima (Fig. 19) mostram que ndo houve
diferenca significativa entre as macroesferas. No entanto, através de uma andlise qualitativa
das imagens foi possivel observar que o gotejamento sobre quitosana (0,25 ou 0,5% m/m)
resultou em particulas mais esféricas do que as formadas no ensaio controle (somente
tampao acetato como agente gelificante). Assim, a quantidade de {fons carregados
positivamente presentes no tampao é suficiente para induzir a gelificacdo das gotas de
gelana, apesar de formar particulas com formato bastante irregular. Essa diferenca
observada na morfologia das macroesferas pode ser um indicio de que estd havendo
complexacdo entre a gelana e quitosana. Mas, como ndo foi possivel observar diferencas
nas propriedades mecanicas das amostras, as 3 diferentes condi¢des foram testadas durante

o processo de atomizacgado para a formacao de microgéis.

Forca Maxima (N)

A A A
) I . '
0 T T
tampao 0,25% 0,5%
quitosana quitosana

Figura 19. Forca maxima e imagens das macroesferas formadas através de gotejamento de gelana (1% m/m)
sobre solugdes de quitosana 0,5% m/m (A) e 0,25% m/m (B), e em tampao acetato de sédio 0,2 M (C). Letras

diferentes indicam diferencgas significativas (p < 0,05).
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Comparando a forca méaxima obtida para as macroesferas de gelana com os
diferentes agentes gelificantes foi possivel observar que as macroesferas com gelificacao
induzida por quitosana foram mais frageis que as obtidas com os sais. Como a quitosana é
um biopolimero de alta massa molecular, esta ndo pode difundir para o interior das gotas de
gelana, provocando uma gelificacdo somente na camada mais externa (formacdo de
capsulas), diferente das particulas formadas com CaCl,, KCI ou tampao acetato de sédio,
em que o gel se forma em toda a extensdo da particula. Isso explica a maior fragilidade das
macroesferas formadas através de complexacdo entre gelana e quitosana. Ja as particulas
formadas somente com o tampdo acetato de sddio apresentaram menor forca que as
particulas com gelificacdo induzida por CaCl, ou KCI, devido a menor forca idnica

apresentada pelo tampao.

5.3. Influéncia das condi¢oes de processo nas propriedades dos microgéis

Foi determinado o efeito do didmetro do bico atomizador, da pressdao do ar e da
distancia de coleta (distancia entre a saida do bico atomizador e entrada da solu¢do salina)
no tamanho dos microgéis contendo 1% m/m de gelana atomizados sobre 1,1% m/v de
CaCl; ou 2,28% m/v de KCI. As Figuras 20 e 21 mostram os resultados obtidos.

De modo geral, a mesma tendéncia foi observada para as particulas com CaCl, ou
KCl. Foi possivel verificar um aumento no tamanho das particulas com o aumento do
diametro do bico aspersor. Os principais fatores que contribuiram para este resultado foi o
aumento da drea de saida do gés, que tornou a velocidade do ar menor e o aumento da area
de saida do liquido, que levou a maior espessura do jato de liquido (Tabela 1 e Figura 9). O

processo de formacdo de gotas através da atomizacdo envolve uma série de instabilidades
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na interface anular liquido/gas. Inicialmente, as forcas exercidas pelo ar geram a primeira
instabilidade, denominada Kelvin—Helmhotz, em que ondas sdo formadas na superficie
anular do liquido. Essas ondas aumentam e comecam a se separar na forma de ligamentos,
que rapidamente se colapsam em gotas através da instabilidade secunddria, chamada
Rayleigh—Taylor (MANSOUR & CHIGIER, 1995; VARGA et al., 2003; ALISEDA et al.,
2008). Assim, o aumento da espessura do jato e a reducdo da velocidade de saida do ar
fizeram com que este processo de desintegracdo fosse menos efetivo. Ja o span, parametro
associado a polidispersdo da distribui¢io de tamanho das particulas, diminuiu com o
aumento do didmetro do bico aspersor. Com o aumento do didmetro do bico aspersor,
particulas com tamanhos menores (entre 10 e 30 um) ndo foram formadas devido a redugdo

da turbuléncia, causando um estreitamento da distribui¢do de tamanhos.
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Figura 20. Efeito da distancia de coleta, didmetro do bico e pressdo do ar no D3, no Span e na curva de distribuicdo de tamanho do microgel de 1% gelana/Ca.

Letras diferentes indicam diferengas significativas (p < 0,05).
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Figura 21. Efeito da distancia de coleta, didmetro do bico e pressdo do ar no Ds,, no Span e na curva de distribui¢do de tamanho do microgel de 1% gelana/K.

Letras diferentes indicam diferencas significativas (p < 0,05).
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A Tabela 3 apresenta os nimeros adimensionais calculados para os diferentes bicos
aspersores utilizados, em que pode ser observada a reducdo na taxa de deformacdo do
processo € no numero de Re do gds com aumento dos didmetros de saida dos bicos
aspersores. A reducdo observada no nimero de We estd relacionada diretamente a
diminui¢do das velocidades de ambos os fluidos. Foi possivel observar um aumento no
numero de Ohnesorge, mostrando que o incremento da viscosidade (reducdo da taxa de

deformacio) prevaleceu sobre o aumento do didmetro de saida do liquido.

Tabela 3. Numeros adimensionais calculados nas diferentes configuragdes de bico aspersor.

D3, (um)
d(mm)| 7 (") | Rey |m(Pa.s)| Re, Oh We | gelana/Ca | gelana/K | Modelo
0,7 6974 213 | 0,0169 | 8460 | 0,0813 | 279 68,48 93,56 75,54
1 4336 126 | 0,0239 | 5934 | 0,0963 | 209 95,38 100,95 113,06
1,2 2362 77 0,0373 | 5331 | 0,1372 130 142,62 182,04 181,37

A Tabela 3 também apresenta os valores obtidos através do modelo de predicao
proposto por ALISEDA et al. (2008), sendo possivel observar que valores da mesma ordem
de grandeza que os experimentais foram obtidos. Os coeficientes ajustados foram: C; =
2,12 e C, = 0 (média dos coeficientes ajustados em relacdo as particulas com CaCl, e KCI).
Como C, apresentou valor nulo, € possivel concluir que os efeitos viscosos tiveram pouca
influéncia no tamanho obtido através do modelo. Isso pode ter ocorrido devido aos baixos
valores de viscosidade obtidos em taxas de deformacao altas, como as observadas durante o
processo de atomizacdo. E importante ressaltar que o modelo utilizado faz a predi¢do do
tamanho das goticulas formadas através do processo de atomizacdo, mas ndo considera o
processo de gelificacdo e o encontro das gotas com o banho salino, fatores que tém

influéncia no tamanho final das particulas obtidas.
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Ja o aumento da pressao de ar levou a um aumento da forga cisalhante do gas e de
sua turbuléncia (ZHANG et al., 2007), ou seja, sua capacidade de desintegrar o jato de
liquido em gotas aumentou, levando a menores tamanhos de particulas. Um resultado
similar foi descrito por PERRECHIL et al. (2011) para microgéis de k-carragena. O span
também foi reduzido com o aumento da pressdo do ar. A Tabela 4 apresenta os nimeros
adimensionais calculados nas diferentes pressdes utilizadas, em que € possivel observar o
aumento na taxa de deformacdo do processo e do nimero de Reynolds do gds conforme o
aumento da pressdo. O numero de We também aumentou consideravelmente, indicando um
crescimento mais rapido das ondas formadas na instabilidade primaria (ALISEDA et al.,
2008), favorecendo a obteng@o de gotas menores com o aumento da pressdo. O aumento da
taxa de deformagdo do processo levou a uma reducdo dos valores de viscosidade e,
consequentemente, dos valores de nimero de Oh observados. Os resultados de D3, obtidos
através do modelo foram relativamente proximos aos valores experimentais, principalmente

no caso das particulas de gelana/Ca.

Tabela 4. Nimeros adimensionais calculados nas diferentes pressdes de ar utilizadas.

D3, (um)
Par)| 7 (") | Rey | m(Pa.s)| Re, Oh | We | gelana/Ca | gelana/K | Modelo
1 6974 213 0,0169 8460 | 0,0813 | 279 68,48 93,56 75,54
1,25 9167 285 0,0138 10177 | 0,0666 | 404 54,44 83,13 59,15
1,5 11840 375 0,0115 12095 | 0,0552 | 570 43,25 62,64 47,16

Em todas as condi¢des de processo estudadas (Tabelas 3 e 4) foi possivel observar

que os valores para o nimero de Re da camada liquida (Rey;) foram todos acima de 10,

condi¢do necessdria para o desenvolvimento da instabilidade primaria e, consequentemente,

para a quebra do liquido em gotas (ALISEDA et al., 2008).
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No caso da distancia de coleta foi observado que dependendo do sal utilizado, o
efeito no tamanho das particulas € diferente. Mas a tendéncia geral observada é a mesma,
ocorrendo aumento das particulas com o aumento da distancia de coleta. Isso pode ter
ocorrido porque uma maior distancia entre bico aspersor e solucdo de coleta pode permitir
que processos de aglomeracdo ou até mesmo coalescéncia das gotas ocorram mais
facilmente. Esse aumento também poderia ser relacionado a velocidade com que as
particulas alcancam o banho. Com relacdo a influéncia do tipo de sal utilizado, a velocidade
de gelificacdo deve ser diferente dependendo se a interacdo estd sendo feita por sal de
cation divalente ou monovalente (VILELA et al., 2011), e essa velocidade pode estar
associada ao tamanho das particulas geradas.

De fato, as particulas formadas com o cation monovalente foram maiores que as do
cation divalente em cada condi¢do de processo, mostrando a influéncia do processo de
gelificacdo. Esse resultado pode explicar a maior proximidade do resultado obtido pelo
modelo e o experimental usando CaCl,, em que o R? calculado foi de 0,9407 e 0,9973 para
as particulas de gelana/K e gelana/Ca, respectivamente.

De forma geral, foi observado que o didmetro do bico aspersor e a pressdo do ar
foram os parametros com efeito mais acentuado sobre a distribuicdo de tamanho das
particulas obtidas utilizando tanto CaCl, como KCI como agentes gelificantes. Os nimeros
adimensionais calculados sdo importantes no direcionamento do aumento de escala do
processo e permitiram comparar os dados obtidos experimentalmente com valores preditos
por um modelo da literatura. O modelo testado permitiu que a tendéncia e grandeza dos

valores de tamanho médio fossem preditas de forma razodavel. Em alguns casos, valores

preditos e experimentais foram bastante similares.
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5.4. Influéncia da composicao nas propriedades dos microgéis de gelana

5.4.1 Microgéis com gelificagcdo induzida por sais (CaCl, e KCI)

5.4.1.1 Tamanho e formato

Foi avaliado o efeito da concentracdo de gelana no tamanho e formato dos
microgéis obtidos a partir da atomiza¢do sob mesmas condicdes de processo (H = 20 cm,
pressdo = 1 bar e d; = 0,7 mm), porém com gelificacdo induzida pelos dois diferentes sais.
As goticulas produzidas na atomizacdo foram coletadas em banho salino de CaCl, ou KCI
nas concentracdes determinadas através dos ensaios preliminares (FI = 0,3 M). A Figura 22
apresenta a influéncia da composicao nos parametros D3, e span, ambos obtidos a partir da
curva de distribui¢ao de tamanho de particulas.

Os microgéis induzidos por CaCl,, mostraram aumento de tamanho com o aumento
da concentracdo de gelana até 1% m/m. Acima dessa concentracido foi observada uma
queda no tamanho das particulas. J4 nas particulas formadas com KCI foi observado um
aumento no seu tamanho com o incremento da concentragdao de gelana em todo o intervalo
estudado. Em relagdo ao tipo de sal utilizado foi observado que as particulas de gelana/Ca
apresentaram tamanho um pouco maior que as particulas de gelana/K a mesma
concentracdo de polissacarideo. Esse comportamento s6 ndo foi observado na maior
concentracdo de gelana (1,2% m/m), em que o tamanho dos microgéis formados com os

diferentes sais foi semelhante.
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Figura 22. Efeito da composi¢do no D3, (A) e span (B) dos microgéis formados sob condi¢des idénticas de

processo. Letras diferentes indicam diferengas significativas (p < 0,05). Letras maiusculas: diferencas entre as

concentragdes de gelana para um mesmo tipo de sal. Letras mintsculas: diferencas entre os diferentes sais

utilizados para uma concentracgdo fixa de gelana.

O span (polidispersao) foi similar para todas as amostras exceto para as particulas

produzidas com solucdo de gelana na menor concentracdo (0,6% m/m). Nesta condi¢do, a

polidispersao foi maior, praticamente o dobro, da obtida para as outras concentracdes de

polissacarideo, independente do sal utilizado. Para as maiores concentragdes de gelana (0,8,

1 e 1,2% m/m) a polidispersdo das particulas de gelana/Ca foram levemente maiores que a

obtida para as particulas de gelana/K.
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A Figura 23 apresenta as curvas de distribuicio de tamanho dos microgéis de
gelana. E possivel observar que na menor concentracio de gelana (0,6% m/m),
independente do sal utilizado, as curvas apresentam comportamento bimodal bem
acentuado, o que estd de acordo com a maior polidispersao encontrada nessas condicdes.
Essa curva apresentou um pico de menor drea na mesma regido do pico de maior drea
obtido para as particulas com maior concentragdo de gelana, e o pico maior referia-se as
particulas de tamanhos menores. E possivel concluir que a menor viscosidade dessa solugio
permitiu a obtencao de particulas com tamanho variando dentro de uma faixa mais ampla,
mostrando que os efeitos viscosos influenciaram no perfil de desintegragdo ocorrido
durante o processo de atomizagdo. Uma viscosidade menor representa uma menor
resisténcia frente ao cisalhamento durante o processo de atomizacao.

Ja as particulas com maior concentragdo de polissacarideo apresentaram
distribui¢cdes de tamanho bem semelhantes para os dois sais utilizados. Porém, para os
microgéis com gelificacdo induzida por CaCl, foi possivel observar um comportamento

bimodal com convolucdo dos picos em tamanhos proximos.
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Figura 23. Efeito da concentragdo de polissacarideo e do sal utilizado na distribuicio de tamanho das

particulas contendo (A) 0,6, (B) 0,8, (C) 1 e (D) 1,2% (m/m) de gelana.

Na Figura 24 € possivel observar a morfologia dos microgéis gelana/Ca. As
particulas com menor concentracdo de gelana (0,4% m/m) apresentaram uma estrutura
composta de filamentos e com formato irregular, pois as particulas se desintegram em
poucos minutos devido a baixa concentracio de polissacarideo. Isso ocorreu,
provavelmente, devido a baixa densidade polimérica presente nessa concentracdo e alta

afinidade das cadeias de gelana com a dgua.
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Anilise das imagens dos microgéis de

gelana/CaCl,:
Gelana (% m/m) | Aspect Ratio (AR) | da(pm)
0.6 159 % 79.76
038 155 * 86.48
1 1.53* 83.59
12 147% 106,74

Letras diferentes indicam diferencas significativas para o
parametro avaliado (p < 0,05)-

Figura 24. Microscopia 6ptica (aumento de 10x) dos microgéis com gelificagdo induzida por CaCl, contendo
(A) 04, (B) 0,6, (C) 0,8, (D) 1 e (E) 1,2% (m/m) de gelana.

Assim, considerou-se que houve formacdo de particulas somente a partir de 0,6%

m/m de gelana. A andlise de imagem mostrou que ndo houve diferencas significativas
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(p<0,05) entre os valores de aspect ratio (AR) para as amostras estudadas, mas houve uma
tendéncia de decrescimento com o aumento da concentracdo de gelana com 80% de
confianga. O tamanho das particulas (D3;) obtido através da andlise de imagem apresentou
tendéncia crescente frente ao aumento da concentragdo de polissacarideo. Os valores
apresentaram certa discrepancia em relacdo aos obtidos através da técnica de difragdao a
laser.

Nas particulas formadas através de gelificacdo induzida por KCl (Figura 25)
também houve formacdo de filamentos na menor concentracdo de gelana e aumento da
esfericidade a maiores concentracdes de polissacarideo (a partir de 0,6% m/m). Os valores
de AR mostraram que o aumento da esfericidade das particulas com o aumento da
concentracdo de polissacarideo foi mais acentuado para as particulas formadas com KCI. O
tamanho (Ds3;) das particulas de gelana/K obtido através de andlise de imagem foi
ligeiramente maior que os obtidos com a técnica de difracdo a laser em todas as
concentracdes estudadas, mas a tendéncia apresentada foi a mesma.

Comparando a formagao de microgéis com os diferentes sais, em geral, é possivel
observar que a gelificacdo com CaCl;, levou a particulas mais esféricas. Com relacdo ao
tamanho médio, os valores obtidos com a técnica de difracdo a laser mostraram que as
particulas de gelana/Ca sdo maiores que as particulas de gelana/K. No entanto, através de
andlise de imagem o oposto foi observado, concordando com o resultado obtido em relacao
as condicoes de processo (se¢do 5.3), em que as particulas com gelificacdo induzida por
KCI foram maiores que as formadas através de gelicacdo com CaCl, em todas as condicoes
estudadas. Ambas as técnicas utilizadas na determinacdo de tamanho das particulas
possuem seus erros inerentes. Na andlise de imagem, por exemplo, particulas de tamanho

muito reduzido podem ndo ser identificadas pelo software, e aglomerados podem ser
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identificados como uma particula tinica. Na determinagdo de tamanho através de difracao a
laser, problemas como presenca de bolhas, sedimentacdo, quebra de particulas e outros
também podem ocorrer, levando a discrepancia nos resultados.

Portanto, de modo geral, foi possivel observar que a tendéncia de tamanho e
morfologia foi bastante similar para os diferentes sais utilizados. Houve uma tendéncia de
aumento de tamanho das particulas e reducdo do AR (particulas ficaram mais esféricas)
com o aumento da concentracdo de gelana. Esse resultado estd de acordo com o encontrado
por PERRECHIL et al. (2011) para microgéis de k-carragena, o qual foi atribuido a maior
densidade biopolimérica e, consequentemente, maior viscosidade das solu¢cdes com maior
concentracdo de polissacarideo. Devido a discrepancia dos resultados obtidos pelas duas
diferentes técnicas de medi¢do de tamanho e também devido a natureza complexa e
aleatdria do processo de atomizacdo, ndo foi possivel concluir qual sal resulta em menores
tamanhos de particulas. Quanto a concentracio de gelana, verificou-se que particulas foram
formadas somente acima de 0,4% (m/m) de polissacarideo na estrutura do microgel. Além
disso, foi possivel concluir que as concentragdes de 0,8, 1 e 1,2% (m/m) de gelana

resultaram em microgéis com distribuicdo de tamanho e formato (AR) bastante similares.
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Anilise das imagens dos microgéis de

gelana/KCl:
Gelana (% m/m) | Aspect Ratio (AR) | da) (um)
0.6 204% 79.08
0.8 178 ° 82.69
1 168 ¢ 121,86
12 167°¢ 12829

Letras diferentes indicam diferencas significativas para o
parametro avaliado(p < 0.05).

Figura 25. Microscopia 6ptica (aumento de 10x) dos microgéis de gelana com gelifica¢do induzida por KCI.

(A) 0,4%, (B) 0,6%, (C) 0,8%, (D) 1%, e (E) 1,2% m/m de gelana.
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5.4.1.2 Estabilidade

A estabilidade das particulas quando armazenadas em diferentes solventes foi

determinada. A Figura 26A apresenta os valores de D3, ao longo do tempo de

armazenamento da suspensdo dos microgéis 1% m/m gelana/Ca em agua destilada. Pode

ser observado que entre o tempo zero € 6 dias de armazenamento houve um aumento do

valor de Ds;, possivelmente devido a um inchago das particulas causado por absor¢cdo de

agua. Depois dessa fase inicial, o tamanho permaneceu constante ou estavel até 60 dias de

armazenamento.
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Figura 26. Estabilidade em dgua destilada do microgel contendo 1% m/m de gelana com gelificacdo induzida

por CaCl, (A) e estabilidade em tampdo acetato de sédio (pH = 3,2) dos microgéis contendo 1% m/m de

gelana com gelificacdo induzida por CaCl, (B) ou KCI (C).
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Ja o microgel 1% m/m gelana/K nao apresentou estabilidade em dgua destilada,
sendo que as particulas foram rapidamente dissolvidas quando adicionadas nesse
dispersante. Esse resultado mostra como as pontes salinas feitas pelo cation divalente
(célcio) foram mais eficientes que o mecanismo de gelificacdo através de neutralizacdo das
cargas efetuado pelo cdtion monovalente (potdssio). Nas particulas com gelificacdo
induzida por KCI a interacdo entre as cadeias de gelana e os cdtions K* ndo foram
suficientemente fortes para impedir a hidratacio da gelana e solvatagdo do KClI,
possibilitando a dissolu¢cdo das particulas. Um resultado semelhante foi encontrado por
PERRECHIL et al. (2011), em que microgéis compostos por K-carragena com gelificacio
induzida por KCI ndo foram estdveis quando adicionados em agua deionizada.

J4 as Figuras 26B e 26C apresentam a estabilidade em tampao acetato (pH =3,2) dos
microgéis de 1% m/m gelana/Ca e de 1% m/m gelana/K, respectivamente. Os resultados
mostram que as duas particulas permaneceram praticamente inalteradas quanto ao seu
tamanho durante os 60 dias de armazenamento, podendo ser consideradas estaveis nessa
condi¢io de pH. Provavelmente os fons H" presentes no tampdo reforcaram a rede de gel,
contribuindo a estabilidade das particulas.

A determinagdo da estabilidade em tampao com pH &cido é importante em termos
de aplicagOes tecnoldgicas, pois trata-se de um meio encontrado em grande parte dos
alimentos. Assim, os microgéis de gelana, principalmente os formados através de
gelificagdo com CaCl,, podem ser adicionados em solugdes dcidas, sem que ocorra a

desintegracdo das particulas.
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5.4.1.3 Reologia das suspensdes

Curvas de escoamento foram obtidas para as suspensdes contendo 30, 50 ou 70%
(m/m) de microgéis de gelana/Ca. Os microgéis de gelana/K ndo foram avaliados devido a
sua baixa estabilidade no dispersante utilizado, a 4gua destilada. As curvas foram ajustadas
pelo modelo mais adequado em cada caso e os parametros reoldgicos obtidos podem ser

observados na Tabela 5.

Tabela 5. Pardmetros reoldgicos das suspensdes de microgéis de gelana/Ca.

Fracao massica = 30%

Gelana (% m/m) Comportamento n (Pa.s) n R?
0,6 Newtoniano 0,0024 0,994
0,8 Newtoniano 0,0022 0,962
1 Newtoniano 0,0027 0,996
1,2 Newtoniano 0,0022 0,996
Fracao massica = 50%
Gelana (% m/m) Comportamento k (Pa.s") n R2
0,6 Pseudopldstico 0,0265 0,6736 0,995
0,8 Pseudoplastico 0,0177 0,7243 0,994
1 Pseudoplastico 0,0075 0,8825 0,997
1,2 Pseudoplastico 0,0091 0,8642 0,999
Fracdo massica = 70%
Gelana (% m/m) Comportamento k (Pa.s") n R2
0,6 Pseudoplastico 0,2785 0,3939 0,971
0,8 Pseudoplastico 0,0934 0,5986 0,999
1 Pseudoplastico 0,0259 0,7813 0,999
1,2 Pseudoplastico 0,0199 0,8124 0,999

Na menor fragdo mdssica as suspensdes apresentaram comportamento Newtoniano,
enquanto que nas demais fracdes o comportamento de fluido pseudopldstico foi o que
melhor se ajustou aos dados obtidos. Essa mudangca no comportamento é comum em
suspensoes. Fragdes mdssicas mais baixas significam menor quantidade de particulas em

suspensdo, portanto hd pouca interacdo entre elas. O aumento da fracdo madssica faz com

que as interagdes particula-particula ocorram em maior grau, porém sao interagcdes fracas,
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que sdo quebradas com o aumento da taxa de deformagdo aplicada, por isso o
comportamento pseudoplastico (SATO & CUNHA, 2011; SATO, 2009).

Os valores de viscosidade das suspensdes contendo 30% (m/m) de microgel foram
muito semelhantes. J4 nas fracdes mdssicas maiores foi possivel verificar que, em geral, a
diminui¢do da concentra¢do de gelana no microgel resultou em aumento nos valores do
indice de consisténcia e redu¢do nos valores do indice de comportamento. Menores
concentracdes de gelana formaram rede de gel com menor firmeza (secdo 5.2.1), e assim,
particulas mais susceptiveis ao alinhamento e elongacdes decorrentes da aplicacdo de taxa
de deformacdo foram formadas. Isso explica, portanto, a intensificacio do comportamento
pseudopléstico (redugdo nos valores de n) com a reducio da concentracdo de polissacarideo
nos microgéis.

De modo geral, as propriedades reoldgicas das suspensdes foram modificadas em
maior grau através da adi¢do das particulas contendo menor concentracdo de goma gelana.
Esse comportamento também pode ser relacionado ao formato dessas particulas, que foi
mais polidisperso e menos esférico que o obtido para as particulas com maior concentracao
de polissacarideo (se¢do 5.4.1.1).

A viscosidade aparente em 50 s foi avaliada com o objetivo de comparar as
suspensdes em uma taxa de deformacdo tipica de mastigacdo (Figura 27). A viscosidade
aparente aumentou com o aumento da fracdo madssica, para uma concentracdo fixa de

gelana, em todas as condicdes estudadas.
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Figura 27. Viscosidade aparente das suspensdes contendo microgéis de gelana/Ca em diferentes fracdes

massicas.

Para uma mesma fracdo mdssica, foi observado que os microgéis com menores
concentracoes de gelana possuem maior viscosidade aparente, confirmando o observado
para o indice de consisténcia. Esse comportamento ficou mais pronunciado a medida que a
fracdo mdssica aumentou e pode ser explicado pelo menor tamanho das particulas com
menor concentragdo de gelana (secdo 5.4.1.1). Para uma mesma fragdo massica, quanto
menor o tamanho das particulas maior o nimero de particulas na suspensdo. Assim,

ocorrem mais interagdes particula-particula, o que acaba por resultar em maiores valores de

viscosidade da suspensdo (SATO & CUNHA, 2011; SATO, 2009).

5.4.2 Microgéis com gelificagcdo induzida por polieletrdlito de carga positiva (quitosana)
Os ensaios envolvendo a atomizacdo de gelana (1% m/m) sobre solugdes de

quitosana (0,5 e 0,25% m/m) foram realizados sob as mesmas condi¢des de processo dos

géis induzidos por sais, com exce¢do da pressdo do ar, que variou entre 1 e 1,5 bar.

Também foi realizado um teste controle, em que as goticulas de gelana foram coletadas em
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tampdo acetato de sodio sem a presenca de quitosana, em que foi observada somente a
formacdo de filamentos que rapidamente se dissolviam e ndo puderam ser visualizados.

Em todas as condi¢des estudadas foi observada a formacdo de estruturas
filamentosas visiveis macroscopicamente. Assim, a determinacido de tamanho de particula
ndo pode ser realizada, devido a presenca de estruturas com tamanho maior que o miximo
permitido pelo equipamento de difracdo a laser.

A Figura 28 apresenta as microscopias das estruturas formadas. No primeiro ensaio
(Fig. 28A) foi possivel visualizar somente grande aglomerados, e o corante utilizado corou
preferencialmente a gelana. Ja na Figura 28B foi possivel verificar que, além dos grandes
aglomerados visiveis macroscopicamente, também foi possivel a formagdo de
microparticulas, devido ao aumento da pressdao de ar (de 1 para 1,5 bar) utilizada no
processo de atomizacdo. A utilizacdo de menor concentracdo de quitosana (Fig. 28C)

também resultou na formagdo de grandes aglomerados, mas também de microparticulas, as

quais se encontraram nas extremidades de filamentos da quitosana.

Figura 28. Microscopias das estruturas formadas através da atomizagdo de gelana (1% m/m) sobre solucdes
contendo 0,5% m/m de quitosana utilizando pressdo de 1 (A) ou 1,5 bar (B) e sobre solu¢do com 0,25% m/m

de quitosana com 1,5 bar de pressdo (C). Aumento de 10x.

A formacdo de grandes aglomerados provavelmente se deve a dificuldade

encontrada pelas goticulas de gelana em penetrar na solu¢do contendo quitosana. Como a
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quitosana € uma macromolécula, mesmo sob agitacdo, as goticulas de gelana
permaneceram na superficie da solucdo, formando, inicialmente, filmes, que depois de
certo tamanho e tempo acabaram sendo rompidos pela agitacao, formando os aglomerados.

Assim, o processo de atomizagdo aliado a gelificacdo ndo foi adequado para a
formagdo de particulas de gelana/quitosana através de complexacdo poli-idnica. J4 o
processo de gotejamento foi aplicado com sucesso para a formacdo de cédpsulas de
gelana/quitosana no presente trabalho e em outros estudos, como os conduzidos por
OHKAWA et al. (2004) e FUJII et al. (2005). Assim, foi possivel concluir que a entrada
das gotas de gelana no banho de coleta contendo quitosana foi um problema apenas quando

essas gotas apresentaram tamanho micrométrico.

5.5 Recobrimento dos microgéis de gelana/Ca e gelana/K com quitosana

A Figura 29 apresenta os resultados de potencial zeta antes e apds o recobrimento
com quitosana dos microgéis de gelana com gelificacdo induzida por CaCl, ou KCI. E
possivel observar que antes do recobrimento, todas as particulas apresentaram valores de
potencial zeta negativos, ou seja, a superficie das particulas possuia carga negativa,
provavelmente devido aos grupos carboxilicos presentes na cadeia do polissacarideo que
ficaram expostos e ndo foram neutralizados pelos sais de cdlcio e de potdssio. Em geral as
particulas de gelana/K apresentaram maior potencial zeta, em valor absoluto, que as
particulas de gelana/Ca. J4 com relagdo a concentragdo de gelana nas particulas, foi
possivel concluir que praticamente nao ha diferenca estatistica entre as amostras formadas
com o mesmo tipo de sal e diferentes concentracdes de polissacarideo. Também foi
determinado o potencial zeta da gelana pura dispersa em dgua (Tabela 6), que apresentou

um potencial zeta de -44,27 + 3,71 mV. Apds a formagdo do microgel, as particulas
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formadas com CaCl, apresentaram valores de potencial em torno de -12 mV, enquanto que
as particulas com KCI tiveram potencial em torno de -17 mV. Esse resultado sugere que a
neutraliza¢do das cadeias efetuada pelo cdlcio foi maior, pois cétions divalentes sdo mais

efetivos na formacao de gel de gelana (TANG et al., 1996).

W gelana/Ca E gelanalk @ gelana/Calguitosana E gelana/k/quitosana

Potencial Zeta (mY)

Gelana (% mi/m)

Figura 29. Potencial zeta dos microgéis de gelana (0,6, 0,8, 1, e 1,2% m/m) com gelificacdo induzida
por CaCl, ou KCI antes (gelana/Ca e gelana/K) e ap6s o recobrimento com quitosana
(gelana/Ca/quitosana e gelana/K/quitosana). Letras diferentes indicam diferengas significativas (p <
0,05). Letras maitdsculas: diferengas entre as concentracdes de gelana para uma composi¢do fixa
(tipo de sal e presenca ou nao de quitosana). Letras mintdsculas: diferencas entre composicao para

uma concentracao fixa de gelana.

Tabela 6. Potencial Zeta (mV) dos polissacarideos puros.

Amostra Potencial Zeta (mV)
Quitosana dispersa em dgua 36,57 £ 3,79
Quitosana dispersa em tampao acetato 69,07 + 2,13
Gelana dispersa em dgua 4427+ 3,71
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Como as particulas de gelana/K foram pouco estdveis em dgua destilada (secdo
5.4.1.2), a medida de potencial zeta para estas particulas também foi feita usando tampao
acetato como meio dispersante. Na Tabela 7 pode-se verificar que nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre as medidas feitas em diferentes meios dispersantes da
mesma amostra, assim os resultados medidos em dgua destilada foram considerados

confiaveis.

Tabela 7. Potencial zeta das particulas de gelana/Ca e gelana/K em diferentes dispersantes.

Potencial Zeta (mV)
Amostra Em agua Em tampé&o acetato
1%gelana/Ca | -11,38+1,50" -10,31+2,46"
1%gelana/K -18,55+1,21° -20,05+2,15°

Letras diferentes indicam diferengas significativas (p < 0,05) para a mesma amostra

analisada em diferentes meios dispersantes.

ApO6s o recobrimento com quitosana, um polissacarideo catidnico, todas as amostras
apresentaram valores de potencial zeta positivos, permitindo concluir que o recobrimento
foi efetivo. Em geral, também ndo houve diferenca entre os valores de potencial das
amostras com mesmo tipo de sal e diferentes concentracdes de gelana. Com relagdo ao sal
utilizado na formacao inicial da particula foi possivel observar que as particulas com CaCl,
apresentaram maiores valores de potencial zeta em todas as concentragdes de gelana
estudadas. Comparando o potencial das particulas recobertas com o potencial da quitosana
pura dispersa em tampdo acetato, meio em que esta se encontra solubilizada (Tabela 6), foi
possivel observar que os valores foram relativamente proximos. O potencial zeta da
quitosana pura também foi medido em agua, e um valor de potencial mais baixo foi

encontrado. Esse resultado estd relacionado ao pH da dgua, que € mais préximo ao pKa da
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quitosana (6,2-7), nessas condicOes este biopolimero apresenta carga mais proéxima do
neutro (DASH et al., 2011).

A Figura 30 mostra os resultados referentes a influéncia do recobrimento no
tamanho das particulas. Foi possivel observar pouca diferenga entre os valores de D3, das
amostras antes e apds o recobrimento com quitosana. Apds o recobrimento com quitosana
praticamente ndo houve modificacgdo do tamanho das particulas com menores
concentracdes de gelana (0,6 e 0,8% m/m) tanto para as particulas com CaCl, como para as
particulas com KCI. Porém, nas particulas com maior concentracdo de gelana (1 e 1,2%

m/m) foi observada uma reducao de tamanho.

ﬂ W gelana/Ca E W gelana/k

B gelana/Calquitosana | E gelana/k/quitosana

0.8 1 1.2 0.6 0.8 1 1.2
Gelana (% m/m) Gelana (% m/m)

Figura 30. Efeito do recobrimento com quitosana no D3, dos microgéis de gelana com gelificacdo induzida
por CaCl, (A) ou KCl (B). Letras diferentes indicam diferengas significativas (p < 0,05) entre as

amostras para uma concentracdo fixa de gelana.

Observando-se a distribui¢do de tamanho para os casos em que houve redugdo do
D3, € possivel notar que as curvas possuem perfil similar, porém com um deslocamento
para menores valores das particulas com recobrimento de quitosana (Figura 31). Esta

diminui¢do pode estar associada as interacOes eletrostiticas atrativas entre quitosana e
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gelana, alterando a sua estrutura, e promovendo a sua compactac¢io. Por outro lado, esse
resultado também pode ter sido causado pela presenca de estruturas filamentosas de
quitosana que ndo se ligaram as particulas, e foram responsaveis pela reducido de tamanho

observada.

14 —0—gelana/Ca
11 —=— gelana/Ca/quitosana
12 1
* 10 A
o 8-
Q
£ 6 -
=3
Z 4
2 4
0 e T - o
1 10 100 1000
Tamanho de particula (um)

Figura 31. Distribuicdo de tamanho da particula de 1%gelana/Ca antes e apds o recobrimento com

quitosana.

Um resultado semelhante foi obtido no estudo feito por WANG et al. (2011), em
que microparticulas de alginato com gelificacdo induzida por carbonato de célcio foram
recobertas com quitosana. Nesse estudo a interacdo entre os polissacarideos
(alginato/quitosana) foi confirmada através de Espectroscopia de Absor¢do na regido do
Infravermelho e apds a determinagdo da distribuicdo de tamanho das particulas também foi
observada uma reducdo no tamanho das particulas com recobrimento, em relacdo as

particulas sem a camada de recobrimento.

86



5.6. Simulacio in vitro do processo de digestao

Os microgéis contendo 1% (m/m) de gelana com gelificacdo induzida por CaCl, ou
KCl, sem ou com recobrimento de quitosana (0,25% m/m) foram submetidos a ensaios de
simulagdo de digestdo in vitro. A Figura 32 apresenta a variagdo do potencial Zeta ao longo

das diferentes etapas do processo: inicio, apds as digestdes gdstrica e entérica.

80
—&—gelana/Ca
60 - —[—gelana/K
—a— gelana/Ca/quitosana
40 - —x— gelana/K/quitosana
S
E
S 20 -
]
N
S
g 0 T T
% Inicial Pés digestédo gastrica \Ro6s digestao entérica
& 20-
_40 ]
-60

Etapas

Figura 32. Efeito das etapas de digestdo sobre o potencial zeta dos microgéis contendo 1% m/m de
gelana com gelificacdo induzida por CaCl, (gelana/Ca) ou KCIl (gelana/K) sem ou com

recobrimento com quitosana 0,25% m/m (gelana/Ca/quitosana e gelana/K/quitosana).

A partir dos resultados apresentados na Figura 32 foi possivel observar que o
recobrimento teve influéncia na carga superficial das particulas. No caso das particulas
recobertas com quitosana, os valores obtidos nas 3 etapas distintas ndo apresentaram
diferencas significativas (p < 0,05) entre os dois sais utilizados. J4 os microgéis sem

recobrimento foram estatisticamente diferentes, porém apresentaram tendéncia similar em
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cada etapa da digestdo. A etapa de digestdo gastrica praticamente ndo alterou o balanco de
cargas superficial dos microgéis sem a presenga do recobrimento, porém as particulas com
quitosana tiveram seu potencial zeta reduzido, mas continuaram apresentando valores
positivos. J4 a etapa de digestdo entérica teve um efeito mais pronunciado na carga
superficial das particulas. Os microgéis sem a camada de quitosana mostraram uma
elevacdo do valor absoluto do potencial zeta, ou seja, ficaram com carga superficial mais
negativa. J4 o potencial zeta dos microgéis com recobrimento de quitosana passou de
positivo para negativo. Essa alteracdo pode ter sido causada pela perda da camada de
quitosana, que se encontrava ligada a gelana através de interagdes eletrostéticas, que foram
rompidas pelas condi¢des de pH e forca idnica do meio. Outra explicacdo seria somente
uma alteracdo de carga da quitosana, ja que esta possui pKa de aproximadamente 6,5,
portanto apresenta-se carregada positivamente em pH &4cido, mas em pH neutro (como na
digestdo entérica) pode ter carga levemente positiva ou negativa (McCLEMENTS & LI,
2010). A quitosana apresenta grupos amina em sua estrutura, indicando que, assim como
ocorre com proteinas, o pH do meio pode alterar substancialmente sua carga superficial
(DASH, 2011).

As Figuras 33, 34 e 35 apresentam as curvas de distribuicdo de tamanho das
particulas e sua morfologia ao longo das etapas de digestdo in vitro. Nestas figuras sao
apresentadas as distribuicdes de tamanho em funcao da fracdo numérica e volumétrica das
particulas de forma a contribuir com a interpretacdo dos resultados obtidos.

E possivel observar que a etapa de digestio gédstrica dos microgéis sem
recobrimento de quitosana (Figuras 33 e 34) ndo alterou as curvas de distribuicdo de
tamanho (numérica e volumétrica) e a morfologia das particulas. Esse resultado estd de

acordo com o obtido para o potencial zeta, e confirma a resisténcia dessas particulas frente
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as condicdes de digestdo encontradas no estdmago. Estes microgéis sdo estaveis quando
adicionados em solugdes 4cidas (secao 5.4.1.2), o que explicaria a estabilidade frente as

condi¢des do estdbmago (pH = 2).
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Figura 33. Efeito das etapas da digestdo na distribui¢do de tamanho e na morfologia dos microgéis com 1%
m/m de gelana com gelificacdo induzida por CaCl, (I) e ampliag@o de escala das distribui¢des obtidas ap6s a
digestdo entérica (II). As microscopias foram feitas com aumento de 10x, sendo A) Inicio do processo, B) Pds

digestdo géstrica e C) P6s digestdo entérica. As barras t€ém 200 pm.
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Ja na etapa de digestao entérica, foi observado que os microgéis sem a camada de
quitosana foram quebrados em particulas menores, com tamanhos entre 6 ¢ 10 um no caso
dos microgéis de gelana/Ca, e entre 0,3 e 1 um para os microgéis de gelana/K. Através da
curva de distribuicdo numérica de tamanho € possivel observar, a primeira vista, somente o
pico referente as particulas menores formadas apds a digestdo entérica. Porém, a
microscopia destas amostras mostra que ainda havia particulas que ndo foram quebradas
durante o tempo de incubacio, cujo tamanho manteve-se inalterado. Esse resultado pode ser
visto mais facilmente através da curva de distribuicdo volumétrica, que apresenta dois
picos, um pequeno referente as particulas menores e outro que coincide com o pico
encontrado no inicio do processo. De fato, essa distribui¢do bimodal também pode ser vista
na curva numérica, mas somente através de uma ampliagcao na escala no grafico (Figura 33-
IT), em que um pico em torno de 50 pum se torna aparente. Isso ocorreu porque o nimero de
particulas menores € maior, porém, o volume ocupado por elas é muito reduzido frente as
particulas maiores. Assim, na curva de distribuicdo volumétrica o pico que prevalece € o
referente as particulas maiores, ou seja, as que ndo quebraram durante a digestdo entérica,
J4 que uma particula com tamanho 10x maior ocupa um volume 1000x maior (Volume =

4/3. ©. R3).
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Figura 34. Efeito das etapas da digestdo na distribuicdo de tamanho e na morfologia dos microgéis
com 1% m/m de gelana com gelificagdo induzida por KCI. As microscopias foram feitas com
aumento de 10x, sendo A) Inicio do processo, B) Pos digestio gastrica e C) Pos digestdo entérica.

As barras t€m 200 pm.

Na Figura 35 sdo apresentados os resultados para as particulas de gelana recobertas
com quitosana. Nesse caso, os resultados obtidos para os microgéis contendo diferentes

tipos de sais em sua composi¢ao foram muito semelhantes entre si.
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Figura 35. Efeito das etapas da digestdo na distribuicdo de tamanho e na morfologia do microgel
com 1% m/m de gelana com gelificacdo induzida por CaCl, (I) ou KCI (II) com recobrimento de
quitosana. As microscopias foram feitas com aumento de 10x, sendo A) Inicio do processo, B) Pés

digestao gastrica e C) Pés digestdo entérica. As barras tem 200 pm.
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Ap6s a digestdo géstrica ambas as particulas se mantiveram estaveis, sem diferencas
na distribui¢do de tamanho e morfologia. Porém, apds a digestdo entérica as particulas
foram desintegradas em menores tamanhos. A diferenca em relacdo as particulas sem
recobrimento € que, nesse caso, o comportamento bimodal da distribuicao de tamanhos €
evidente, com o segundo pico, referente as particulas que ndo quebraram, maior que no
caso das particulas contendo somente gelana. Portanto, pode-se concluir que um menor
nimero de particulas foi desintegrado. Assim, acredita-se que a presenca dessa camada
dificultou a desintegracdo das particulas.

De modo geral, é possivel concluir que as particulas de gelana com ou sem
recobrimento de quitosana resistiram a digestdo gastrica, mas desintegraram parcialmente
durante a digestdo entérica. No entanto, a presenca da camada de quitosana resultou em
desintegracdo de um menor ndmero de particulas em condicdes da digestdo entérica.
Acredita-se que se o tempo de incubacgdo da etapa de digestdo entérica fosse maior, todas as
particulas seriam completamente quebradas. No entanto as particulas com a camada de
quitosana, quando aplicadas como material de parede, poderiam resultar em uma liberacao
mais lenta do composto bioativo ao longo do intestino. Esse resultado é um indicio de que
estas particulas poderiam ser aplicadas para veiculacdo de compostos bioativos a serem
liberados somente no intestino. No estudo realizado por COOK et al. (2011), foi observado
um resultado semelhante, em que macroesferas de alginato recobertas com quitosana
apresentaram dissolu¢do mais lenta que as macroesferas contendo somente alginato quando
submetidas as condi¢des simuladas do intestino. Além disso, nesse estudo as macroesferas
foram aplicadas na encapsulacdo de uma bactéria probidtica, e os resultados mostraram que
o recobrimento com quitosana aumentou significativamente o nimero de células vidveis

apo6s a etapa simulada de digestao géstrica.
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Durante a digestdo, o material de parede utilizado na encapsulacdo pode responder
as alteracdes no meio de diversas formas: continuar intacto, intumescer ou encolher, sofrer
degradacdo fisica, quimica ou enzimadtica, ou ser fragmentado fisicamente (McCLEMENTS
& LI, 2010). No caso de polissacarideos ndo digeridos pelas enzimas do trato
gastrointestinal humano, como a gelana e quitosana, o que se observou foi somente uma
fragmentacdo fisica. Assim, as condi¢cdes do meio simulado como pH, forca idnica, e
presenca de componentes com atividade de superficie (como os sais de bile) foram os
responsdveis pela fragmentacdo ocorrida. As condicdes do meio causaram um
enfraquecimento das interacdes eletrostaticas que mantinham o microgel, permitindo sua

desintegracdo em particulas menores.
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6. CONCLUSOES

Através dos resultados obtidos foi possivel concluir que particulas biopoliméricas
de tamanho micrométrico puderam ser produzidas sem o uso de condi¢des severas e a partir
de componentes biocompativeis. Os microgéis de gelana foram feitos utilizando baixas
concentracdes de polissacarideo, em temperatura ambiente, através de um aparato simples
para formacdo das goticulas por atomizagao com posterior gelificacao.

Em geral, as particulas obtidas apresentaram formato mais esférico e menor
polidispersdo com o aumento da concentracdo de polissacarideo. Além disso, o tamanho
médio obtido mostrou-se menos dependente das propriedades do fluido em relacdo as
condic¢des de processo utilizadas. Maior velocidade do ar na atomizagdo e menor didmetro
do bico aspersor levaram a diminui¢ao do tamanho das particulas obtidas. J4 o aumento na
distancia de coleta levou a formacgao de particulas maiores.

Ambas as particulas de gelana/Ca e gelana/K permaneceram estdveis por até 60 dias
de armazenamento em solugdes dcidas. Os microgéis de gelana/Ca também se mantiveram
estdveis quando adicionados em &4gua destilada. A capacidade das microparticulas de
manter sua estrutura em meio aquoso permite concluir que estas sdo adequadas em
aplicacdes envolvendo a incorporacdo de compostos bioativos em alimentos liquidos. As
propriedades reoldgicas das suspensdes de microgéis de gelana/Ca foram mais fortemente
influenciadas por particulas contendo a menor concentracdo de gelana, provavelmente
devido a menor firmeza, maior polidispersdao e maior irregularidade no formato desses
microgéis em relacdo aos que possuiam maior concentracdo de polissacarideo em sua

estrutura.
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A obten¢do de microparticulas de gelana com quitosana através de uma Unica etapa,
ou seja, atomizacdo da gelana diretamente sobre solucdes de quitosana, ndo foi possivel.
Entretanto, o processo utilizando duas etapas, com atomizagdo da gelana sobre solugdes
salinas e posterior etapa de recobrimento das particulas gelificadas com quitosana, mostrou-
se vidvel para a obteng¢do de microparticulas compostas pelos dois polissacarideos. A
complexacdo eletrostatica entre as macromoléculas foi confirmada através da mudanca de
carga elétrica superficial das particulas. As interacdes eletrostdticas atrativas entre o0s
polieletrélitos de carga oposta, causou compactacdo da estrutura, € uma reducdo no
tamanho médio dos microgéis.

A presenca da camada externa de quitosana teve influéncia na resisténcia das
particulas as condicdes simuladas da digestdo. Os resultados obtidos permitem concluir que
as particulas estudadas, com ou sem o recobrimento, foram estdveis quando expostas as
condi¢des simuladas do estdmago. J4 na etapa da digestdo entérica, as particulas foram
fragmentadas fisicamente. No entanto, as particulas recobertas com quitosana se romperam
menos, mostrando que o recobrimento pode melhorar a eficiéncia das particulas como

material de parede na encapsula¢do de compostos bioativos.
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