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RESUMO

RESUMO

Microencapsulacao é uma tecnologia usada como ferramenta potencial
para protecao de um composto e modulacao de sua liberacdo. Atualmente,
estudos na area de microparticulas e liberacdo controlada estdo bastante
avancados e uma variedade de técnicas estdo disponiveis entre as quais
destacam-se processos por atomizacao (spray drying, spray cooling e spray
chilling), coacervacao e recobrimento por leito fluidizado e por complexacao. A
coacervacao complexa envolve a associacdo reversivel de dois polimeros e
apresenta algumas vantagens frente a outras técnicas como a possibilidade de
se trabalhar com biopolimeros, a auséncia de solvente orgénico e condicoes
brandas de temperatura no processamento. Porém a complexidade do
processo dificulta a aplicacdo da técnica a biopolimeros com diferentes
caracteristicas fisico-quimicas. Assim, neste trabalho foram estudadas as
principais condicdes que podem interferir na formagdo das particulas por
coacervacdo complexa do sistema classico goma-arabica:gelatina e
pectina:gelatina, na tentativa de elucidar os mecanismos envolvidos. Além
disso, as propriedades de barreira das particulas encapsuladas com dleo
essencial de vetiver foram alteradas sob duas condicdes de reticulacao
(glutaraldeido e transglutaminase) como forma de prever o comportamento da
membrana polimérica em diferentes meios. O ensaio de liberacdao foi
mensurado a partir de um composto apolar fluorescente (dansilato de kusimila
- KD) em meios aquosos com polaridade modificada pela adicdao de tensoativos
de natureza i6nica (dodecilsulfato de sdédio) e ndo-ibnica (Tween 80). Os
resultados obtidos confirmaram que existe uma faixa 6tima de formagao de
particulas dependente do pH. Acredita-se que as particulas sdo formadas pela
coacervacao dos polimeros no sistema liquido-liquido sobre a superficie
hidrofébica do agente de nudcleo. O planejamento experimental possibilitou a
otimizacdo do processo classico de formacao de particulas gelatina-goma
arabica resultando em uma proporgao 6tima de 2:1. As condicOes estudadas
para a pectina nao possibilitaram otimizar o processo nem produzir capsulas
esféricas, sendo que uma massa coacervada foi formada arrastando a porgao

hidrofébica e conseqlientemente encapsulando-a. Nas melhores condicbes
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experimentais encontradas foram testados agentes reticulantes (glutaraldeido
e transglutaminase) que apresentaram diferencas quanto a retencdo do
composto fluorescente encapsulado e diferencas morfoldgicas nos meios
estudados. Para as particulas ndo reticuladas Umidas, KD foi completamente
liberado apds 5 horas enquanto para particulas secas esta quantidade foi de
80%. Nestes sistemas liberacao do Oleo de vetiver foi avaliada por
quantificacdo cromatografica através da medida de liberagdo de alguns
compostos presentes no 6leo. Em geral, maior porcentagem de liberacdo foi
observada para a&lcoois e cetonas e menor porcentagem de liberagao
observada para os hidrocarbonetos. Particulas reticuladas com glutaraldeido
apresentaram menor liberacdo de KD em relacdo as reticuladas com
transglutaminase, que por sua vez apresentaram liberacdao ligeiramente
inferior as particulas nao-reticuladas, independentemente dos meios de
liberagao estudados. Considerando os meios, a ordem de liberagcao de KD

observada foi : etanol anidro>SDS>tween80.

Palavras-chave: microencapsulagdo; tensoativo; coacervagao complexa;

6leo essencial; liberagao controlada.
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ABSTRACT

ABSTRACT

Microencapsulation is a technology used as a potential tool in the
protection of a product and the modulation of its core release. Currently,
studies in the area of microparticles and controlled release are considerably
advanced and a variety of techniques and products are available, among them
differents processes for atomization (spray drying, spray cooling and spray
chilling), coacervation and fluidized bed and complexation. The complex
coacervation involves the reversible association (ionic) of two polymers and
presents some advantages in comparison to other techniques such as the
possibility to work with biopolymers, the absence of organic solvent and mild
temperatures. However the complexity of the process turns the application of
the technique difficult to biopolymers due to different physical and chemical
characteristics. Thus, this work considered a study of the main conditions that
can influence the formation of particles by complex coacervation in an attempt
to elucidate the mechanisms involved. Moreover, the barrier properties of
these particles were modified under two conditions of crosslinking. The release
assay was measured with a hydrophobic fluorescent (khusimyl dansylate -
KD), substance in solvents with their polarity modified by the addition of ionic
and non-ionic surfactants (SDS and Tween 80). The results confirmed that an
optimum band of particle formation exists and depends on the pH. The
particles are formed by the coacervation of polymers in the liquid-liquid system
over the hydrophobic surface of the core agent. The experimental design made
possible the optimization of the classic process of particle formation when the
arabic gum-gelatin ratio was 1:2. For the pectin, the range of conditions
studied did not allow to optimize the process or to produce spherical capsules,
but a coacervated mass was formed dragging the hydrophobic portion and
consequently encapsulating it. In the best conditions found, the crosslinking
agents (glutaraldehyde and transglutaminase) presented different retention
capacities for the encapsulated fluorescent probe and morphological

differences in the solvents studied.
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The KD in the moist capsules without reticulation was completely
released after 5 hours, whilst for the freeze-dried particles, this amount was
80%. Release of vetiver oil was evaluated indirectly by chromatographic
quantification following the release of some of the compounds present in the
oil. In general, a greater percent of release occurred for the alcohols and
ketones and smaller percent release was observed for the hydrocarbon
compounds. Crosslinking using glutaraldehyde showed smaller release of the
KD than particles crosslinked with transglutaminase. The release KD profile of
the particles crosslinked with transglutaminase was almost the same compared
with particles without crosslinking, in all release medium used. The release

order observed for KD was: anhydrous ethanol>SDS>tween80.

Keywords: microencapsulation; surfactant; complex coacervation;

essential oil; controlled release.
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INTRODUGAO

1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o estudo de biopolimeros como alternativa ao uso de
polimeros sintéticos apresentou um grande avanco na industria de materiais,
pois apesar da menor resisténcia mecanica e térmica, eles sdo provenientes de
recursos renovaveis além de serem biodegradaveis. Muitas vezes, blendas
poliméricas sdao obtidas para permitir uma combinacdo favoravel das
propriedades dos diferentes polimeros, que podem ser melhores quando
utilizados conjuntamente [ROGOVINA, 1998]. Ha, porém, grande dificuldade
de se prever o comportamento das macromoléculas num sistema
principalmente pela interagao entre os componentes [TOLSTOGUZOV, 2002]. O
estudo de sistemas multicomponentes envolve as propriedades dos
polieletrélitos como densidade de carga, conformacdo da cadeia, além da
resposta destes a variagcdo de temperatura, pH e forca i6nica [HUGERTH,
CARAM-LELHAM & SUNDELOF, 1997]. Portanto, a andlise do comportamento
dos polimeros isolados ndo é suficiente, j& que quando complexados agem

como um novo polimero.

Os complexos de polieletrélitos, conhecidos como coacervados, tém
recebido bastante atencdo por seu uso em sistemas de liberagao de farmacos e
em aplicacdes biotecnoldgicas [YOSHIOKA, STERNBER & FLORENCE, 1994;
IKEDA et al., 1995, DE KRUIF, WEINBRECK & DE VRIES, 2004]. A
microencapsulacao é eficiente para adicionar compostos sensiveis ou reativos a
um produto, pois a parede da particula funciona como barreira, serve como
estabilizante do material de recheio e aumenta a resisténcia de materiais
frageis a condicdes de armazenamento, processo € manuseio. A coacervacao
complexa especificamente é vantajosa por ndo utilizar solvente organico nem

condicOes drasticas de temperatura.

Particulas produzidas por coacervacdo complexa sao funcionalmente
adequadas a encapsulacao de compostos hidrofébicos. A grande maioria das
informacgoes disponiveis sobre propriedades de barreira e medidas de liberagao

para microparticulas estd concentrada em recheios contendo compostos
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hidrofilicos. Nas diferentes dareas de aplicacdo, o desenvolvimento de
compostos hidrofébicos vem se acentuando, porém a avaliacdo da liberacdo
ainda é bastante restrita devido a baixa solubilidade aquosa de compostos
hidrofobicos. Meios hidroalcodlicos, bastante utilizados na area cosmética e de
perfumes, apresentam pouca significancia em sistemas biolégicos e portanto,
estudos de meios alternativos que permitam aumentar a solubilidade deste
tipo de recheio sao necessarios e relevantes, como a utilizagdo de surfactantes
proposta neste trabalho. Alternativas que melhorem a sensibilidade de medida
da liberacdo dos compostos hidrofobicos também sdo desejaveis. Neste
sentido, a utilizacdo de compostos fluorescentes contribui para aumentar

fortemente a sensibilidade da quantificacao.

Particulas coacervadas apresentam caracteristicas de porosidade e
resisténcia mecanica, nem sempre adequadas, requerendo algum tipo de
modificagao para melhorar tais propriedades. Tradicionalmente, patentes e
aplicacOes industriais utilizam-se da reticulacdo com aldeidos, especialmente
glutaraldeido. Infelizmente, para aplicacdes alimenticias, existem fortes
evidéncias da toxicidade deste tipo de agente. A utilizacdo de alternativas mais
apropriadas é bastante desejavel. Neste sentido, a utilizacdo de um agente
enzimatico poderia contornar os aspectos de toxicidade. Transglutaminase vem
sendo utilizada com o propédsito de aumentar o intercruzamento de proteinas
na area de alimentos, melhorando sua funcionalidade e pode se constituir

numa alternativa a melhora das propriedades de barreira das particulas.

Neste projeto propomos um estudo para otimizar os mecanismos
envolvidos na microencapsulacdo por coacervacao complexa envolvendo
parametros fisico-quimicos associados ao processo de obtencdo das particulas,
a reticulacdo das mesmas, quimica e enzimaticamente, a producdo de um
composto fluorescente para aumentar a sensibilidade nos estudos de liberacao
e considerando a hidrofobicidade do composto de recheio, a alteracao da

polaridade dos meios de liberacao utilizando dois tensoativos, SDS e tween80.
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2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi o de estudar os mecanismos envolvidos na
formacdao de microparticulas por coacervacao complexa, que envolve a
interacdao de dois biopolimeros com cargas opostas na encapsulacdo de um
composto hidrofobico. Dentro desse quadro, a primeira parte do estudo
envolveu a anadlise dos pares poliméricos individualmente: o classico gelatina-
goma arabica e gelatina-pectina, e a avaliacdo das varidveis envolvidas no
processo de encapsulacdo de oleos de diferentes fontes: Mineral, vegetal
(améndoas) e dleo essencial. A segunda parte do trabalho envolveu o estudo
das variaveis envolvidas no controle da liberacdo. Para isso, reticulacao
quimica com glutaraldeido ou enzimatica, com transglutaminase, foram
utilizadas para alterar a porosidade das particulas e assim tentativamente
modular a liberacao do recheio. Acido zizandico, a partir do éleo essencial de
vetiver, foi extraido, purificado e derivatizado para produzir um composto
fluorescente (dansilato de kusimila) através do qual as liberagdes foram
acompanhadas. Devido ao carater fortemente hidrofébico do composto
fluorescente, meios de diferentes polaridades (alcodlico e aquoso, com adicao
de tensoativos) foram estudados. Particulas Umidas e secas por diferentes
métodos de secagem (liofilizacdo e secagem por CO, supercritico) foram

avaliadas.
2.1 Objetivos especificos

Estudar a influéncia dos diferentes polimeros (gelatina-goma arabica,
pectina-gelatina) na formagao das particulas utilizando a medida de turbidez e

de potencial zeta dos sistemas.

Otimizar a producdo da coacervagcao complexa através do estudo das
variaveis do processo (estequiometria de polimeros, pH, temperatura,
condicdes de agitacao, concentracdo de recheio) através de planejamentos
fatoriais sequenciais com avaliagdo do rendimento em coacervados, eficiéncia

de encapsulacdao e morfologia das particulas formadas.
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Estudar o efeito do dleo essencial de vetiver, 6leo de améndoas e
mineral, a partir do sistema classico goma arabica-gelatina, na formacdo das
particulas avaliando caracteristicas fisicas dos oleos (tensdo superficial e

interfacial, densidade) e morfologia das particulas formadas.

Extrair, purificar e derivatizar o acido zizandico presente no dleo
essencial de vetiver para obtencao de um composto fluorescente, dansilato de
kusimila, a ser utilizado para avaliar as propriedades de barreira das particulas

obtidas. O composto fluorescente foi caracterizado por RMN.

Reticular as particulas utilizando glutaraldeido e transglutaminase para

alterar caracteristicas de porosidade.

Avaliar dois métodos de secagem (liofilizagdo e secagem por CO,
supercritico) para obtencdo de particulas secas. Esta avaliagdo foi

fundamentada pelas caracteristicas morfoldgicas das particulas.

Estimar a liberacao do composto fluorescente e de alguns constituintes
do 6leo essencial de vetiver nas particulas umidas e secas, reticuladas ou sem
reticulacdo, em trés diferentes meios de liberagdao (etanol anidro, solucdo
aquosa contendo sodio dodecilsulfato ou tween80), através de técnicas
fluorimétrica e cromatografica. Para avaliar a liberacdo foi necessario
caracterizar as particulas quanto ao tamanho, distribuicdo de tamanho e
entumescimento e morfologia. O coeficiente de difusdo em todos os meios de

liberacdo e particulas foi estimado.
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3. REVISAO BIBLIOGRI:\FICA
3.1 Embasamento Teoérico

A maior parte dos sistemas alimentares reais sao misturas
multicomponentes de &gua, biopolimeros (proteinas e polissacarideos),
ingredientes de baixa massa molecular (tensoativos, sais minerais, acgucares,
aromatizantes e lipidios) e particulas coloidais (gotas de dleo e bolhas de ar)
[DICKINSON, 1998; POLYAKOV, GRINBERG & TOLSTOGUZOV, 1997]. Em
processos que fazem uso de polimeros, sejam eles sintéticos ou nao,
inevitavelmente haverd mistura e conseqientemente, pode ocorrer interacao
entre eles. Por isso, muitos estudos [ANTONOV et al., 1996; ANTONOV &
GONCALVES, 1999; BOURRIOT, GARNIER & DOUBLIER , 1999; POLYAKOV,
GRINBERG & TOLSTOGUZOV, 1997; POLYAKOV et al., 1985, 1986 a, b;
GRINBERG & TOLSTOGUZOV, 1997] sao dedicados a andlise do
comportamento de fases das misturas e ao desenvolvimento de explicagdes

tedricas de sistemas ndo usuais.

O estudo do comportamento de fases pode oferecer uma idéia clara de
mecanismos  moleculares especificos envolvidos na formacdo de
macroestruturas de coldides em produtos alimenticios. A garantia do controle
na manipulagdo da textura do produto e um desenvolvimento de novas
maneiras para cria-lo implicam no entendimento dos elementos estruturais que
formam a rede continua do gel, dentro e nas interfaces do sistema coloidal,
bem como a natureza das interacdes entre os biopolimeros e as particulas
coloidais cobertas pelos biopolimeros [SEMENOVA, 2005].

O comportamento de fases da mistura de dois biopolimeros dependera
de paréametros fisico-quimicos que determinardao a estrutura e as propriedades
de blendas poliméricas. Quando em uma solucdo coexistem diferentes
biopolimeros, esta apresenta a tendéncia de separar fases [TOLSTOGUZOV,
2003]. A separacdao de fases depende principalmente da estrutura dos
polimeros em solucdo, podendo ocorrer pela segregacdo de cada

macromolécula em fases separadas, conhecida por incompatibilidade
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termodinamica ou pela concentracdo de ambas as macromoléculas
complexadas em uma so fase (separagao associativa) [ALBERTSSON, 1995, in
SCHMITT et al., 1998]. A Figura 1 ilustra as possibilidades de interacdo entre

proteinas e polissacarideos.

Polissacan deo Prateina
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Inzompatibilidade- A Co-solubilidade- B Complexagde- C

Figura 1. Mistura de biopolimeros e vias de interacdao. Adaptada de DE
KRUIF&TUINIER, 2001.

Normalmente, a separagao  causada pela incompatibilidade
termodinamica ocorre entre polimeros de forma e estruturas diferentes cujas
interacbes sdo entalpicamente desfavoraveis [GILSENAN, RICHARDSON &
MORRIS, 2003]. Tais biopolimeros em solucao mostram uma preferéncia a
serem cercados pelo seu proprio tipo, o que provoca uma reducdo da
concentracdo do polimero perto da outra particula [DE KRUIF & TUINIER,
2001] e um conseqliente aumento dos biopolimeros nas diferentes fases
[TOLSTOGUZOV, 2003] (Figura 1A). Porém, quando as interacdes heterotipicas
sao favorecidas, a separacao de fases ocorre pela associacao dos polimeros e
as fases formadas consistem de uma, apenas com o solvente e a outra, com os
polimeros complexados (Figura 1C). Essa separacdo das fases é atribuida a
diferenca na energia da interacao entre segmentos do polimero e é a sintese
da teoria de Flory-Huggins onde a compatibilidade entre diferentes polimeros
manifesta-se quando a possibilidade de formar complexo entre eles exclui
intensivas associacbes entre macromoléculas similares [ANTONOV &
GONCALVES, 1999].
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A compatibilidade de polimeros ou a afinidade entre eles usualmente é
avaliada por dois caminhos: (1) o estudo do equilibrio de fases como funcdo da
temperatura e composicdo e (2) medidas de parametros de afinidade
termodinamica [ROGOVINA, 1998], que incluem a explicacdo em termos de
entropia de mistura de contra-ions e a influéncia de interagbes eletrostaticas
na probabilidade dos segmentos se encontrarem nas solugdes poliméricas
[ALVES, ANTONOV & GONCALVES, 1999].

3.1.1 Teoria termodinamica

A anadlise termodinamica de sistemas contendo proteina e polissacarideo
visa principalmente encontrar uma estimativa para a energia livre de Gibbs
(AG) que podera prever se o sistema permanecera em uma sO fase. Esta
analise torna-se mais importante na medida em que muitos fatores estao
envolvidos na mistura, pois ela consegue predizer a influéncia de cada
parametro na interacdo entre os componentes. Ha diversos critérios de
estabilidade termodinamica, mas a completa miscibilidade na mistura de dois
polimeros requer que haja uma diminuicdo na energia livre da mistura durante

a formacao do sistema e pode ser representada de acordo com a equacao (1):
AGy = AHy - TASy < 0 (Equacao 1)

Os dois principais constituintes de AGy sdo a variacao de entalpia AHy da
mistura e o produto entre a variacdo da entropia da mistura (ASy) e a
temperatura absoluta (T). Os pares poliméricos mistos formam uma Unica fase
somente se a contribuicdo entrdpica para energia livre excede a contribuicdo

entalpica.
AHy < TASy (Equacao 2)

A variacdao de entalpia estd diretamente relacionada a interacdo
polimero-polimero e, para garantir o critério de estabilidade, deve ser
negativa. Ela explica as interacdes energéticas, porém a entropia também
apresenta um papel importante na estabilidade termodindmica dos sistemas
poliméricos [ROGOVINA, 1998]. Assim, a estabilidade da mistura de duas
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macromoléculas em &gua é governada por trés efeitos termodinamicos:
entropia combinatorial da mistura, interacdes intermoleculares de diferentes
forcas em torno da molécula e o efeito do volume excluido [TOLSTOGUZOV,
2000]. Quando um deles se altera, conseqlientemente todo o equilibrio pode
ser afetado. A separacdao de fases, do ponto de vista termodinamico, é um
rearranjo dos componentes a fim de que satisfacam os critérios de
estabilidade. Portanto, estabilidade ndao necessariamente significa que nao haja

separacao de fases.

Alguns autores afirmam que a complexagdo entre proteinas e
polissacarideos € principalmente dirigida pela entalpia [DE KRUIF & TUINIER,
2001; GIRARD, TURGEON & GAUTHIER, 2003] devido a diminuicdo da energia
eletrostatica livre do sistema. Entretanto, outros indicam que a complexagao é
principalmente entropicamente dirigida, devido a liberacdo de contra-ions e
moléculas de agua [DAUTZENBERG, 2001; BALL et al., 2002] que contribuem
para o ganho entrdpico no sistema. Porém existe ainda um fendmeno derivado
da forma e do comprimento das cadeias de macromoléculas em solugdo,
nomeado como efeito do volume excluido, que reflete a competicdo mutua
entre as macromoléculas pelo espaco da solugdo. Em nivel molecular,
geralmente o volume excluido das macromoléculas determina suas condicoes
de separacdo de fase [TOLSTOGUZOV, 2003] e geralmente, polimeros de
grande area e cadeia rigida, possuem baixa co-solubilidade. Por isso, quando
excedem uma concentracdo critica, tornam-se limitadamente misciveis
[POLYAKOV, GRINBERG & TOLSTOGUZOQV, 1997].

Duas moléculas esféricas adjacentes de mesmo raio R, que ndo estao
interpostas, possuem uma distancia minima entre elas. Esta distédncia é a soma
dos diametros das particulas e o volume excluido em torno de cada molécula é
oito vezes maior que a proépria particula e significativamente maior para
moléculas nao esféricas, como é o caso de polissacarideos lineares rigidos
[TOLSOTOGUZOV, 2003]. No entanto, em solugao diluida, as macromoléculas
gue se apresentam como fitas sao relativamente independentes quando a

distancia entre elas iguala ou é maior que seu comprimento. Por isso,
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aumentar a concentracdao das macromoléculas provoca uma reducao no
volume excluido o que acarreta o surgimento de interacdes repulsivas entre

elas.

TOLSTOGUZOV [1991] explica o efeito da competicdao pelo espaco da
solugcdo entre macromoléculas de diferentes tamanhos em movimento térmico
a partir de modelos mecanicos para o transito de veiculos (Figura 2). Ele
associa moléculas grandes a caminhdes e moléculas globulares a motos e as
medidas que podem ser tomadas para que o trafego flua, ou seja, para reduzir
este efeito. Uma delas é o movimento coletivo de veiculos por transportadores
de carros (a), sendo que este modelo corresponde a biopolimeros associados
(co-solubilidade). Os modelos (b) e (c) sao “separacdes de fases”, onde numa
faixa trafegam apenas motos e em outra, os caminhdes. Estas duas
representacdes mostram caracteristicas importantes de sistemas com fases
separadas. E a presenca de filmes interfaciais (ou deplecao) de baixa
densidade entre as fases de biopolimeros. O modelo (c) corresponde a
separacdo de fases em misturas proteina-proteina e proteina-polissacarideo,
enquanto que (b) corresponde a incompatibilidade nas misturas de
polissacarideo-polissacarideo e na mistura de complexos entre biopolimeros
[TOLSTOGUZOV, 1991].

S8 888 88888 (a)

R !_‘L'. *e%e%% (b)
ssess s see
e ——— (c)

Figura 2. Modelos mecanicos para uma reducao nos efeitos do volume

excluido. (a), (b) e (c) sao modelos descritos no texto.
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3.1.1.1 Teoria de Flory —Huggins

A maioria das interpretacdes teodricas de solucdes e de misturas de
polimeros é baseada na teoria de Flory-Huggins. Ela faz algumas simplificacdes
da teoria termodindmica para casos gerais de misturas poliméricas com
moléculas de cadeia flexivel e diferentes tamanhos. Apesar de ndo descrever
precisamente as propriedades termodindmicas das solucdes, ela prediz a
estabilidade de uma solucdo de macromoléculas em relacdo a observada numa
solugdo de moléculas simples. O modelo admite que ndao ha mudanca de
volume durante a mistura (modelo incompressivel), que a entropia de mistura
€ dada inteiramente pelo nimero dos rearranjos durante a mistura (entropia
combinatorial) e que a entalpia de mistura é causada por interacbes de
segmentos diferentes apds a dissolucdo das interagdes do mesmo tipo de
segmentos. E um modelo em gue somente as interacdes médias sdo levadas
em consideracdo e é conhecido por teoria de rede por utilizar um modelo
cubico rigido na determinacdao da expressdo de entropia de mistura. Esse
artificio reduz os desvios significativos encontrados experimentalmente entre
os valores esperados e os ideais e, para sistemas binarios de solugdes

poliméricas, a equagdo pode ser expressa como:

AGM - RT[ﬁlngpl +&ln¢2 +Z¢1¢2]

’”1 rz (Equacao 3)

onde ¢ é a fracdo volumétrica dos componentes i, r; € o niumero de
I

segmentos poliméricos, ¥ é o parametro de interagdo binaria de Flory-

Huggins, R é a constante universal dos gases e T é a temperatura absoluta. Os
dois primeiros termos da equagao sdo relacionados a entropia combinatorial de
mistura e o terceiro termo é originalmente desenvolvido para a entalpia de

mistura.

Esta abordagem tedrica é baseada em uma aproximacdao para os
sistemas ternarios que consistem em dois polimeros em um unico solvente. Os

sistemas podem ser considerados como solugdes moderadamente
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concentradas (regime semi-diluido) onde as diferentes cadeias dos polimeros
se sobrepdem enquanto que o solvente constitui ainda uma grande fracdao do
volume da solugao. Pode-se ver que a entropia de mistura (Equagao 3) diminui
com o aumento da massa molar (r; € proporcional ao grau de polimerizacdo) e
desaparece para massas molares infinitas. Portanto, exceder a concentracao
critica de um dos polimeros ou ocasionar a associacao dos biopolimeros em
solugdo torna o sistema instavel pela influéncia negativa na entropia de
mistura, o que provoca um aumento da energia livre do sistema. Para os
polimeros que tém a massa molar muito grande, como sistemas usuais
polimero-polimero e polimero-solvente, a contribuicdo entropica é muito
pequena e a miscibilidade ou imiscibilidade do sistema depende praticamente

do valor da entalpia de mistura.

A entalpia esta relacionada com a interacdo entre as espécies e esta
teoria considera o parédmetro da interagdo do polimero-polimero como uma
constante, independente da composicao do polimero, do solvente ou da
temperatura [SCHMITT et al., 1998; CARLSSON, LINSE & MALMSTEN, 2001], o
gque nao é verdadeiro para muitos casos. De acordo com a teoria, essa
condicao pode ser admitida quando o solvente for completamente miscivel com
cada polimero individual, o que torna a interacao do solvente-polimero de

importancia secundaria. Neste caso, a compatibilidade dos dois polimeros é
governada unicamente pelo parametro de interagao entre os polimeros (),

gue esta relacionado com a energia de contato entre as particulas e o nimero

de contato entre elas, com o volume molar dos polimeros e suas solubilidades.

De acordo com o critério de solubilidade, a miscibilidade, neste caso,
pode acontecer somente quando % € negativo, ou seja misturas endotérmicas.

Geralmente, as interagdes entalpicas entre cadeias diferentes poderdao ser mais
ou menos favoraveis que interacdes entre cadeias do mesmo tipo. Quando as
interacOes heterotipicas sdao entalpicamente desfavoraveis, havera a tendéncia
do sistema em segregar em regides onde as cadeias individuais sao rodeadas

por outras do mesmo tipo e ao contrario, as entalpicamente favoraveis
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promoverdo associacao entre os polimeros [GILSENAN, RICHARDSON &
MORRIS , 2003].

Alternativamente, a teoria de Flory-Huggins utiliza parametros
moleculares que sao representativos da auto-associacdo de um biopolimero.
Todos esses parametros moleculares podem ser medidos em solugdes diluidas
diretamente por uma combinacdo de espalhamento de luz estatico e dindmico
[SEMENOVA, 2005]. Sao eles, a massa molecular média, o raio de giro ou o
raio hidrodinamico e o segundo coeficiente virial (A;). O raio hidrodinamico
fornece a nogao do volume ocupado pela molécula e A, é o segundo coeficiente
na expansdo dos potenciais quimicos do solvente e do biopolimero em uma
dada concentracdao de biopolimero. O sinal e a magnitude de A, remetem ao
desvio do estado ideal da solugdo macromolecular e refletem a natureza e a
intensidade das interagdes dos pares intermoleculares (biopolimero-
biopolimero e biopolimero-solvente) em solugdo [EDMOND & OGSTON, 1968].
Desta forma, um A,<0 indica interacdes termodinamicamente favoraveis entre
macromoléculas em solugdao (atragdo mutua). Tais interagdes provocam uma
reducao no potencial quimico do biopolimero, e conseqlientemente diminuem a

energia livre do sistema como um todo [SEMENOVA, 2005].
3.1.2 Representacao fisica da separacao de fases

Os diagramas de fases terndrios sdo modelos triangulares esquematicos
que ilustram graficamente as interacdes intermoleculares entre os
componentes de uma mistura ternaria, descrevendo as condicdes de fronteira
da separagao de fases e de particdo dos componentes. Também sdo usados
para apresentar os efeitos de temperatura, pH, concentracao de sais e outras
variaveis no comportamento de fases da mistura de biopolimeros
[TOLSTOGUZOV, 2000]. E uma outra maneira de se avaliar o comportamento
de fases de uma mistura polimérica, sem entrar em detalhes de parametros
termodinamicos. Os vértices do triangulo correspondem a totalidade dos
componentes individuais e afastando-se dele, em linhas paralelas, a

composicao do componente em questao é reduzida, aumentando-se portanto,
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a fracao relativa dos demais componentes. A linha binodal ou curva de
equilibrio delimita a regido de separacao de fases, e pelo seu posicionamento
no diagrama, consegue-se visualizar o tipo de separagao de fases [PICULELL,
BERGFELDT & NILSSON, 1995].

Os diagramas de fases, em geral, podem ser construidos por uma
variedade de técnicas: cromatografia gasosa, dispersdao de luz, calorimetria
diferencial de varredura (DSC), espectrofotometria, etc. [ROGOVINA, 1998]. A
medida da turbidez, também conhecida como método cloud point, baseia-se
num fendmeno que tem sido reconhecido como propriedade caracteristica de
macromoléculas, e deve-se ao fato de a incompatibilidade entre os polimeros
poder ser visualizada através da turbidez e opacidade da mistura resultante
[ZASLAVSKY, 1994].

THIES [1995] representa o comportamento das macromoléculas em
solucdo conforme pode ser observado na Tabela 1 e ilustrado por TURGEON et
al. (2003) na Figura 3.

Tabela 1.Classificacao visual das transicoes de fases de uma mistura de

biopolimeros.

CLARA TURVA DUAS FASES PRECIPITADO
Interagoes fracas. Maior densidade Um ligeiro O precipitado se
Os polieletrolitos de cargas. A aumento na forma devido ao

possuem baixa interacao entre os densidade de grande numero
densidade de polieletrolitos €  cargas é capaz de de formas i0nicas
carga ionica mais forte, mas promover a ligadas.
efetiva nao ocorre separagao
separagao associativa das
macroscopica de macromoléculas
fases.
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Figura 3. Ilustracdo visual e a nivel molecular da coacervagdo complexa de
um par polimérico. Adaptacao de DE KRUIF, WEINBRECK & DE VRIES [2004].

Estudos prévios sobre interacdo entre carboximetilcelulose (CMC) e
proteinas (proteinas do soro, gelatina, etc) mostraram que a formacdao do
complexo poderia ser monitorada pela medida de viscosidade, turbidez ou
volume de coacervado [KOH & TUCKER, 1988 a, b]. THIMMA & TAMMISHETTI
[2003] encontraram consisténcia entre os resultados obtidos com gelatina e
com a CMC-goma guar, com pH variando de 2,5-4,5, utilizando o método que
mede o volume de coacervados e o método de turbidez. Os autores
observaram a mesma faixa de pH de coacervacao 6timo e uma relagao entre a

intensidade de absorbancia com o rendimento em coacervados.

A identificacdo da regiao de separacdao de fases de uma mistura
[SCHMITT et al., 1999, 2000] pode ser (til quando se espera estabilidade da
mistura, por exemplo, na formulacdo de um produto alimenticio, ou o
contrario, quando se deseja exatamente a faixa onde ocorre a separagdo, que

€ 0 caso da microencapsulacdo por coacervagao.

Os diagramas a e b da Figura 4 ilustram os dois tipos de separagao de
fases mais comuns em mistura de dois biopolimeros (P2 e P3) em um solvente

(S1). A Figura 4a mostra a separacao onde uma das duas fases € enriquecida
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com os dois componentes poliméricos. A Figura 4b mostra o caso onde o
equilibrio de fases tem concentracao global similar dos polimeros, mas onde
cada fase é enriquecida com apenas um dos polimeros. A Figura 4c representa
um caso muito especial onde a separacdao ndao € nem associativa e nem
segregativa, onde um dos polimeros é distribuido exatamente igual nas duas
fases [PICULLEL, BERGFELDT & NILSSON, 1995]

51

\

51

bl
P2 P3 P2t *P3 P2

Figura 4. Representacao triangular (diagrama de fases) das separacoes entre
biopolimeros. a. separagdao associativa (coacervaciao complexa), b. separacao
segregativa (incompatibilidade) e c. distribuicdo uniforme de um dos

polimeros nas duas fases.

Os complexos ligados (Figura 4a e b) podem ser solUveis ou nao.
Normalmente, complexos sollveis sdao formados como um excesso de um dos
biopolimeros e sua concentragao relativamente baixa no meio [TOLSTOGUZOQV,
2003].

A estabilidade das zonas de juncdo depende principalmente da natureza
das interacdes interbiopolimeros (eletrostaticas, hidrofobicas e pontes de
hidrogénio). A hidrofilicidade dessas zonas é reduzida a partir da neutralizacdo
mutua das cadeias com cargas opostas [TOLSTOGUZOV, 2003], pois se reduz
a densidade de cargas. Além disso, a conformacdo compacta do complexo
formado esconde as zonas de juncdo em seu interior hidrofébico. A
insolubilidade dos complexos é uma das caracteristicas dos coacervados
(Figura 4a). Sao estes agregados insolUveis que irdo se concentrar nas gotas
coacervadas liquidas conduzindo a uma separacdo de fases em dois filmes

liquidos. Outro fator que determina a solubilidade do complexo é a velocidade
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de formacgao. Os complexos formados pela mistura de solugbes proteina e
polissacarideo com cargas opostas sao menos solUveis pois se formam mais
rapidamente, limitando a estruturacdao da solugao. Porém como € um processo
de associacdao reversivel, a titulacdo basica pode torna-los sollveis
[TOLSTOGUZOQV et al., 1985].

3.1.3 Separacao de fases associativa

A separagao de fases que ocorre na mistura de dois polieletrélitos de
cargas opostas é também conhecida por coacervacao complexa. A separagao
de fases na coacervacao simples nao envolve o mesmo conceito de interacao
gue a complexa e é obtida através da adicdo de um agente extremamente
hidrofilico a solucdo coloidal ou pela diminuicdo da temperatura. A adicdo de
um ndo solvente, alteracdo no pH ou na forgca ibnica, também podem ser
considerados fatores indutores [MAGDASSI & VINETSKY, 1997].

A coacervacdo complexa envolve mais que um polimero num meio
aquoso que se interagem por atracdo e os complexos insollveis formados
entre os polimeros se concentram nas gotas liquidas que sedimentam e se
fundem para formar uma fase coacervada [WEINBRECK et al., 2004a]. Entao,
a separacao, devido a esta mistura, ocorre em duas fases liquidas nos
sistemas coloidais [IUPAC, 1997]. A fase mais concentrada no componente

coldide é o coacervado, e a outra fase é a solugao de equilibrio.

A palavra coacervacao deriva do latim co- juntos e acerv- massa amorfa
para indicar a agregacdo das particulas coloidais e o termo coacervacdo
complexa foi introduzido por Bungenberg de Jong, um quimico alemdo. Ele
pode ser considerado o pai da quimica de coacervados pela contribuicdo
pioneira de uma série de trabalhos completos e sistematicos sobre a
coacervacgao complexa entre goma arabica e a gelatina. Também reconheceu a
importancia dos coacervados em sistemas bioldgicos, escrevendo em 1936 a
monografia intitulada “Os coacervados e sua importdncia em Biologia”
[MENGER & SYKES, 1998].
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DE JONG [1949] verificou a dependéncia da separacdo de fases
agregativa com a concentragdao, a massa molecular, a proporgao entre os
polieletrélitos, a forga ibnica, o pH e a temperatura. Seus estudos serviram de
base para a maior parte das pesquisas sobre o fendmeno de coacervagao,
inclusive os tratamentos tedricos desenvolvidos. As propostas feitas por
VOORN [1956] e OVERBEEK & VOORN [1957] e depois por VEIS, BODOR &
MUSSELL [1967], NAKAJIMA E SATO [1972], TAINAKA [1979, 1980] recorrem
a diferentes mecanismos na tentativa de explicar a razao pela qual ocorre a
coacervacao. A pesquisa em coacervados no século vinte, inclui décadas de
inatividade relativa sendo que a maioria dos trabalhos que investigam a
coacervacao data de, no minimo, 20 anos atras. E notavel que os estudos
sobre coacervados complexos sejam tao escassos tendo em vista sua
relevancia bioldgica e pratica [MENGER & SYKES, 1998].

A separacao de fases associativa entre proteinas e polissacarideos tem
importancia em sistemas bioldgicos, como na organizacao de células vivas,
interacdo de DNA com proteinas de transcricao, ligagdo da heparina, acido
hialurénico e sulfato de condroitina com proteinas [DE KRUIF, WEINBRECK &
DE VRIES, 2004] e afeta as propriedades de produtos alimenticios como no
caso de leites acidificados quando ocorre a formacdao de complexos entre a
pectina e a caseina [WEINBRECK et al., 2003]. Como método, se aplica a
produtos farmacéuticos e processamento de alimentos, purificacdo de
macromoléculas [WANG, GAO & DUBIN, 1996], microencapsulacao de
ingredientes ativos ou cosméticos, e producao de substitutos de gordura
[BAKKER, KONING & VISSER, 1994], analogos carnicos [TOLSTOGUZOQV et al.,
1974] e filmes [SHIH & CARUSO, 2001].

3.1.3.1 Descricdo tedrica da coacervacdo complexa

A modelagem teodrica da coacervacdo complexa foi proposta através de
quatro principais teorias. No entanto nenhuma fornece visao geral de todas as
separacoes de fases associativas. Além disso, elas sdo contraditérias em

muitos pontos incluindo interacdes eletrostaticas e forcas de entropia, a
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importancia das interacbes de Huggins e o tipo de interacdo de carga
[BURGESS, 1990].

Teoria de Voorn e Overbeek [1957]

Esta teoria tenta explicar termodinamicamente a coacervagao complexa.
Ela se baseia na analise dos resultados do sistema classico de gelatina-goma
acacia obtidos por Bungenberg de Jong (1949). Algumas premissas que foram

assumidas para formula-la:

a) os poliions devem apresentar uma configuragao estrutural aleatéria
(random coil) em ambas as fases, 0 que aumenta a probabilidade de os dois

polimeros interagirem.

b) as interacdes solvente/soluto sao muito pequenas a ponto de serem

despreziveis. Esta condicdo favorece as interagdes soluto - soluto.

c) as forcas interativas eletrostaticas sao de natureza distributiva
(cargas distribuidas através da solucao de maneira homogénea), ou seja, elas
permitem que na eletroneutralidade global, as moléculas sejam livres para
mover-se no estado liquido. Se as interagdes fossem especificas elas

tenderiam a formar precipitados ou agregados.

De acordo com os autores, a coacervacao complexa deve ser
considerada como um fenOmeno espontaneo que se estabelece entre dois
biopolimeros de carga oposta. Ela resulta da competicdo entre as forcas
eletrostaticas atrativas (efeitos entdlpicos) que tendem a aproxima-los e os
efeitos entrdopicos que tendem a afastd-los. As contribuicbes entalpicas e
entropicas provocam uma reducao na energia eletrostatica livre [DE KRUIF,
WEINBRECK & DE VRIES, 2004]. Neste modelo, as cadeias que compdem a
estrutura das biomoléculas se associam eletrostaticamente para formar o
coacervado e encapsulam solvente neste processo. O solvente presente na
fase coacervada contribui para o aumento da entropia do sistema, permitindo
diversos arranjos das macromoléculas. E por isso que o coacervado é liquido

por natureza e prontamente reversivel.
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No tratamento teorico efetuado, Voorn e Overbeek [1957] utilizam as
equacoes de Debye e Hiickel (1923, 1924) para as interagoes eletrostaticas da
mistura considerada como um sal simples e ndo como um poliion/sal, e a
teoria de Flory-Huggins para o termo de entropia, a fim de estimar a energia
livre para uma carga simples. O ponto critico da compatibilidade ocorre quando
a densidade de carga o e/ou a massa molecular, r, do biopolimero sao
suficientemente altas. Esse parametro (o3r = 0,53) tende a aumentar com a
adicdo de mais componentes ou com o aumento da forca i6nica. Ou seja, a
teoria correlaciona bem interacOes entre dois eletrdlitos fracos mas nao explica
condicOes espaciais muito mais fortes em sistemas contendo macroions [DE
KRUIF, WEINBRECK & DE VRIES, 2004].

Teoria de Veis e Aranyi [1960]

A teoria é conhecida como Modelo de Agregacdo da Fase Diluida. Esta
teoria baseia-se na excegao da condicdao critica postulada por Voorn e de
Overbeek e considera a coacervacao complexa como um processo em dois
passos e ndo Como um processo espontaneo como assumido anteriormente.
Antes da coacervacao, os polimeros complexam-se de maneira solluvel
[WEINBRECK et al., 2003].

Eles formaram coacervados entre gelatinas em condigdes de fraca
densidade de carga, ou seja, o3r < 0,53. Inicialmente, as moléculas de
gelatina carregadas opostamente agregam-se espontaneamente por interagdes
eletrostaticas, com baixa entropia configuracional. Estes agregados
rearranjam-se lentamente para formar a fase coacervada e sua formagdo é
dirigida pelo ganho na entropia configuracional que ocorre com sistemas
aleatoriamente misturados, na diluicao da fase agregada e na concentracao da
fase coacervada. Os autores incluiram o efeito de interacdes nao-eletrostaticas
a teoria de Voorn & Overbeek para melhorar o ajuste do modelo em sistemas
mistos de gelatina (sem sal) [DE KRUIF, WEINBRECK & DE VRIES, 2004].

O modelo introduz o parametro de interagao () de Huggins e substitui o

termo entalpico por um termo que é funcdo da concentracdo e da densidade de
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carga dos biopolimeros e que representa a variacao de energia eletrostatica
livre do sistema quando ha a transferéncia de um segmento de biopolimero da

fase diluida a fase concentrada.

Experimentalmente, Veis verificou uma linearidade entre o termo
eletrostatico e a concentracdo de polimero total, com uma faixa de
descontinuidade coincidente com a supressao da coacervagao. O modelo prediz
supressao com excesso de cargas de sais que podem competir com os
biopolimeros obstruindo a primeira fase de formagdao dos complexos
[WEINBRECK et al., 2003].

A validade da teoria de Veis e Aranyi foi verificada por BURGESS &
CARLESS [1984, 1985]. Eles detectaram por espalhamento de luz, a formacgao
de pequenos agregados nas primeiras fases da reacao de coacervagao
complexa gelatina/gelatina. Em outro estudo, com base na massa molecular e
na densidade de cargas, a coacervagao complexa entre a albumina e o alginato
seguiu o padrdo da gelatina/goma arabica. As proteinas e os polissacarideos
apresentam massas moleculares de mesma ordem e mesma densidade de
cargas nos pHs estudados [SINGH & BURGESS, 1989]. No entanto, as
condigOes criticas do modelo Voorn ndo explicam o sistema albumina/alginato.
Os desvios sao atribuidos as consideracbes da configuracdo random coil,
interacdbes de carga distributiva e interacdbes de Huggins desprezadas
[BURGESS & CARLESS, 1984], ja que assumem que a separacgao de fases nao
€ eletrostaticamente dirigida mas conseqiéncia do aumento da entropia
configuracional ou da contribuicdo entalpica (polimero-solvente) para a energia

livre do sistema.
Teoria de Nakajima e Sato [1972]

Esta teoria considera uniforme a distribuicdo de cargas entre as fases
diluida e concentrada e por isso, aplicam a equacao de variacao de energia
livre (obtida por Veis para a fase concentrada) a ambas as fases. A condicao
para a separacao de fases é obtida aplicando-se a teoria de Veis em

concentracao suficientemente alta de polimeros e, no caso de solugdes
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diluidas, supde-se pequeno, o segundo coeficiente virial das solugdes. A teoria
introduz o parametro de interagdo de Flory-Huggins, x;;, @ teoria de Voorn e de
Overbeek a fim de aumentar o termo eletrostatico e é baseada na coacervagao
complexa entre polimeros de alcool polivinilico (PVA) carregados de maneira

oposta e com densidades de cargas muito elevadas.
Teoria de Tainaka [1979, 1980]

Trata-se de uma teoria desenvolvida especificamente para coacervacao
complexa. Baseia-se no modelo de Veis e Aranyi e considera a coacervagao
como sendo originada por uma gota coacervada. A fim de simplificar o sistema
para a analise tedrica e para o entendimento da separagao de fases, trabalha
com um sistema de polimeros simétricos (polication e polidnion com densidade
de cargas e comprimento de cadeias idénticas). Como no modelo de Veis e
Aranyi, os agregados formados por interacdao eletrostatica entre as
macromoléculas interagem para formar o coacervado. Neste modelo, os
agregados estdao presentes ao mesmo tempo na fase diluida e na fase
concentrada. O modelo considera as duas fases como a fase diluida do modelo

de Veis e aplica o método de expansdo do coeficiente virial a ambas as fases.

A teoria assume que o segundo coeficiente virial é diretamente
influenciado por mudangas nos agregados poliméricos simétricos (APS) e que o
ganho de energia eletrostatica é produzido como resultado do aumento da
densidade de ions no dominio sobreposto do APS. Isto se traduz por um ganho
de energia eletrostatica provocado pelo aumento da densidade de biopolimeros
na zona de interacdo. Conseqlientemente, o motor da separacao de fases
reside nas interagoes eletrostaticas atrativas que sao favorecidas pelo aumento
da massa molecular das macromoléculas e o aumento da sua densidade de
carga [LI et al., 1995]. Esta teoria permite igualmente explicar o fendmeno da
supressao da coacervacdo complexa a forte concentragao total de
biopolimeros. Neste caso, o ganho de energia potencial devido a uma
concentracao local das macromoléculas induzida pelo efeito de sua interacao

eletrostatica €& muito limitado. Este modelo descreve com sucesso a
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coacervagcao complexa entre a gelatina e a goma acacia [BURGESS, 1990],
assim como entre a albumina e a goma acacia em pH < pI e fraca forga iGnica
[BURGESS, KWOK & MEGREMIS, 1991].

Teoria de Biesheuvel & Stuart [2004]

Eles estenderam a teoria de Voorn com o desenvolvimento em maiores
detalhes do termo de energia eletrostatica livre. Os autores descrevem a
mudanga na energia eletrostatica livre quando macromoléculas ionizaveis
formam complexos macroscodpicos. A energia eletrostatica livre inclui um termo
elétrico e um quimico que estd relacionado a associacao de grupos i6nicos no

polimero.

Na complexacao entre um polidcido e uma polibase, a teoria usa
diferentes modelos eletrostaticos para o polimero em solugdao e no complexo. O
uso de parametros como as diferengas entre pKa e pKb (para “acido” e “base”)
e a distancia entre os grupos ionizaveis ao longo do polimero gera diagramas
de estabilidade tedrica qualitativa e comparaveis a um diagrama experimental
baseado na turbidez das misturas de gelatina-goma arabica como obtido por
DE JONG [1949]. O mecanismo proposto sugere que a coacervacao complexa
acontece quando a diminuicao da energia eletrostatica livre na complexacao é
maior que o aumento da energia livre relacionada aos termos de mistura e
conformacionais. A energia eletrostatica livre na coacervacao diminui devido ao
desaparecimento (parcial) da carga difusa em torno do polimero e pelo

aumento da ionizacao de ambos polieletrolitos.

O interessante desta teoria sdo as previsOes da tendéncia a separacgao
de fases quando um dos polimeros é mais fortemente carregado, o que foi
anteriormente sugerido por DE KRUIF, WEINBRECK & DE VRIES [2004], e de
gue a complexacdo de polidcidos ou polibase com um polimero anfotérico
(proteina), de mesmo sinal, acima do ponto isoelétrico pode ser devido a uma

carga reversa induzida da proteina.
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3.2 A Microencapsulacao

A idealizacdo do modelo celular, no qual o nucleo é envolvido por uma
membrana semipermeavel que o protege do meio externo e ao mesmo tempo
controla a entrada e saida de substancias na célula, deu origem ao conceito da
microencapsulacao, que, de maneira similar, tem uma parede que isola o
material ativo e controla a liberacdo sob estimulo especifico. Portanto, o
propdsito da microencapsulacao é proteger seu conteiudo do ambiente que
pode ser destrutivo, permitindo trocas pela membrana [JIZOMOTO et al.,
1993].

Os primeiros registros de tentativa de aplicacdo dessa idéia datam dos
anos 30. O primeiro produto com material microencapsulado surgiu em 1954,
com a patente do papel de cépia sem carbono comercializado pela empresa
norte-americana National Cash Register, que consistia no recobrimento de
papel comum por uma fina camada de microcapsulas contendo tinta incolor. As
microcapsulas quando rompidas (por pressao) liberavam a tinta que, ao entrar
em contato com uma segunda folha previamente banhada num revelador,
produzia a cdpia nos pontos pressionados. As primeiras pesquisas na area
farmacéutica, realizadas pela Universidade de Wisconsin (Estados Unidos),
também datam dos anos 50 [RE, 2003].

Define-se microencapsulacao como uma tecnologia de empacotamento
de sodlidos, goticulas de liquidos ou material gasoso em finas camadas
poliméricas que podem liberar seu conteddo a taxas controladas e condigdes
especificas [SPARKS, 1981]. O material coberto ou encapsulado é conhecido
como ativo, material de recheio, fase interna, fill ou payload e o material de
cobertura pode ser chamado de capsula, material de parede, membrana,

carregador ou casca [GIBBS et al., 1999].

A classificacdo das particulas é feita de acordo com parametros
morfoldgicos de tamanho e distribuicdo do ativo. As particulas podem assumir
diferentes formas como uma simples membrana de cobertura, uma membrana

esférica ou de forma irregular, estrutura de multiparedes de mesma ou varias
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composicdes ou numerosos nucleos em uma mesma estrutura [GIBBS et al.,
1999]. Também, de acordo com a estrutura interna, podem ser classificadas
em esferas, quando ndo se pode diferenciar o nucleo (sistema monolitico) e
capsulas, quando o sistema é do tipo reservatério em que o(s) nucleo(s) é bem
definido e envolto por um filme polimérico. Sao denominadas micro, as

particulas com tamanho entre 1 a 100 um [THIES, 1995].

Todos esses parametros sdo variados em funcao das propriedades de
liberagdo do produto encapsulado. Adicionalmente, a porosidade da particula
pode ser controlada em uma ampla faixa para reter moléculas como a glicose
(180Da) ou permitir o fluxo controlado de moléculas tdao grandes quanto as
imunoglobulinas (155000Da) [TANAKA et al., 1984].

A formacao de particulas constitui a etapa fundamental na producao de
sblidos particulados, bem como na determinacdao de caracteristicas e
propriedades especificas dos produtos. A necessidade de produzir sélidos com
propriedades controladas, como pureza, distribuicio de tamanho, forma
cristalina, morfologia, area especifica, porosidade, fluidez e compressibilidade,
tem incentivado o desenvolvimento de novos métodos e processos na
preparacao de particulas solidas e na inovacao de processos classicos [RE,
2003].

A composicao dos encapsulantes depende do tipo de aplicacdao a que se
destinam e podem variar de comestiveis (carboidratos, proteinas) a polimeros
biodegradaveis ou sintéticos. Existe uma variedade de materiais de paredes a
serem utilizados para a formacdo de microcdpsulas com particular eficiéncia e
propriedades de liberacdao no método de formacao escolhido. A estabilidade
dos compostos contra a oxidacao é também influenciada pela natureza quimica
dos polimeros formadores de parede [ARSHADY, 1993, SINKO & KHON, 1993].

Os materiais mais utilizados como encapsulantes incluem [SHAHIDI &
HAN, 1993]:

* gomas: goma arabica, agar, alginato de sédio, carragena;
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= carboidratos: amidos, dextrinas, xarope de milho, sacarose;
= celuloses: carboximetilcelulose, etil, metil, acetil e nitro-celulose;

» lipideos: cera, parafina, triestearina, acido estedarico, mono e di

glicerideos, dleos e gorduras hidrogenadas;

= proteinas: gluten, caseina, isolado protéico de soro de leite
(WPI), gelatina e albumina e algumas fontes alternativas como a

quitosana.

Polimeros sdao especialmente adequados como material formador de
parede de sistemas de liberagdo controlada porque sua mobilidade pode ser
modificada. Ingredientes ativos e modificadores adequados podem ser
incorporados fisica ou quimicamente. Em geral, polimeros naturais tém pouca
ou nenhuma toxicidade. Apresentam diversidade de aplicagdes que incluem
atuar como membranas ou envelopes, como matrizes nas quais o ingrediente
ativo é disperso ou dissolvido [JACOBS & MASON, 1993].

As técnicas utilizadas para microencapsulagcao de ingredientes/principios
ativos podem ser divididas em métodos fisico-quimicos: Coacervacgao
simples ou complexa, separacdo por fase organica, envolvimento lipossdomico,
pulverizacdo em agente formador de reticulacdo; métodos fisicos: Spray
drying, spray coating, spray chilling, leito fluidizado, extrusao, centrifugacao
com multiplos orificios, co-cristalizacdo, liofilizacdo;, métodos quimicos

polimerizacao interfacial, inclusdao molecular [JACKSON & LEE, 1991].

A escolha do método depende primeiramente das propriedades do ativo
(especialmente a solubilidade) e do tipo de particula procurada (protecao e
liberagdo) [DHOOT, 2003], além da finalidade (morfologia, estabilidade,
mecanismo de liberacdo) e das circunstancias envolvidas na manufatura do

produto.
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3.2.1 Areas de Aplicacdo

Em geral, a microencapsulacdo é usada quando o ativo requer protecao,
para isola-lo de componentes incompativeis, aumentar a estabilidade do
produto, converter liquidos em sélidos, mascarar odores ou a liberacao do
componente ativo em taxas diferentes do que se administrado livremente. Em
funcdo da variedade de propdsitos, as microcapsulas vém sendo adaptadas a
importantes ramos tecnoldgicos [RENARD et al., 2002; SHAHIDI & HAN,
1993].

3.2.1.1 Industria de alimentos

E usual a incorporacdo de ingredientes (corantes, temperos, acidulantes,
vitaminas e minerais) e aditivos naturais em produtos alimenticios. Eles tém
funcao de alterar a textura, melhorar a qualidade nutricional, aumentar a vida
de prateleira ou controlar as propriedades dos alimentos processados. A
técnica da microencapsulacao aplica-se como forma de reter compostos
volateis, proteger esses ingredientes contra perdas nutricionais (efeitos de
evaporacao e umidade, oxigénio e luz ultravioleta), auxiliar na mistura e
preservar ou mascarar cor e sabores (inibindo a reacdao com outros materiais),
além de incorporar aos alimentos, mecanismos de controle da liberagao de

certos componentes [RE, 2003].

A Tabela 2 lista os principais agentes encapsulados na industria de
alimentos. Como exemplo, acidulantes sao adicionados ao processamento por
atuarem como preservantes e agentes modificadores de sabor, porém a
interacdo com gomas, amidos, proteinas e pectinas pode desenvolver uma
grande faixa de texturas. A encapsulacdo desses agentes aumenta a vida util
de compostos de aromas citricos e alimentos contendo amido e previne perda

de volateis e cor por serem liberados controladamente [DZIEZAK, 1988].

Enzimas sdo proteinas termoldbeis e sua atividade é extremamente
dependente das condicoes do meio. Membranas de nylon vém sendo

empregadas para encapsular enzimas como a pepsina, a pectina esterase para
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clarificagao de sucos, a invertase para a inversao de sacarose e a renina para a
coagulacao do leite, como uma maneira de melhorar a estabilidade e atividade
deste tipo de proteina [POPPLEWELL et al., 1995]. No caso de enzimas de
maturacao, a liberagao gradual catalisa reacdes de degradacao e modificagcao
na matriz do queijo durante o periodo de maturacdo e controla o

desenvolvimento de compostos de aroma [SCHROOYEN et al., 2001].

Uma bactéria acido latica, Lactobacillus lactis, foi encapsulada em
alginato para que as bactérias imobilizadas pudessem ser usadas na produgao
continua de iogurte [HERNANDEZ & GUZMAN, 2003; LISERRE, 2005].

Tabela 2. Varios ingredientes alimenticios que sao encapsulados

Tipos de ingrediente

Agentes aromatizantes como oleos, pimentas, adogantes e especiarias
Acidos, bases e tampodes
Lipideos
Agentes redutores (branqueadores, maturantes)
Enzimas e microorganismos
Antioxidantes
Preservantes
Corantes
Agentes de crosslinking e setting
~ Agentes com sabores e odores indesejaveis
Oleos essenciais, aminoacidos, vitaminas e minerais

Fonte: Adaptada de KIRBY et al. [1991].

3.2.1.2 Industria Agropecuaria

Neste setor, a microencapsulacao pode ser usada no envolvimento de
pesticidas quimicos (herbicidas, inseticidas e parasiticidas), o que significa
reduzir a contaminacao ambiental e sua toxicidade por contato, ou
biopesticidas, prolongando sua atividade bioldgica até ser ingerido pela praga-
destino (lagartas, insetos adultos, etc.) [MARSHALL et al.,, 1999]. Na
agricultura, insumos sao encapsulados para serem liberados controladamente,
como no caso de fertilizante balanceado em nitrogénio, fosforo e potassio
(NPK), que numa alta concentragdao no solo, provoca efeitos danosos sobre o
vegetal. A microencapsulacdo de micronutrientes também é feita como forma

de protegé-los da degradacdo durante a producdo, manuseio e reagao com
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outros componentes da formulacdo. Além disto sao usados com sucesso na

encapsulacao de alimentos para peixes [PEDROZA-ISLAS, 2002].

Na area de inseminacao artificial, a microencapsulacdo é usada como
ferramenta para proteger o sémen dos animais e libera-los aos poucos [NEBEL
& SAACKE, 1994; TORRE et al., 2002; WATSON, 1993].

3.2.1.3 Industria Farmacéutica

Na area farmacéutica, formulas de liberacao gradual e direcionada a
orgaos alvos tornou-se corriqueira. O transporte seletivo de um agente
terapéutico no local de acdo pode otimizar a resposta bioldgica [BRAZEL,
1999]. Além disso, com a microencapsulacdo consegue-se melhorar a
performance do produto por mascarar odor e sabor de medicamentos. As
microcapsulas também aumentam a resisténcia de materiais frageis as
condicdes de processamento e empacotamento e previne reacdes indesejaveis
com outros componentes do medicamento quando este € armazenado por um
periodo prolongado. Exemplo classico de liberacdao controlada é o caso do
anticoncepcional de dose Unica, que mantém o nivel de hormonio no corpo da
mulher sem a necessidade de fornecer de uma sé vez uma carga muito grande
de hormo6nios [POPPLEWELL et al., 1995].

Uma aplicagcdo farmacéutica conhecida é a reducdao da irritagcao
gastrointestinal conseguida pela microencapsulacao de ativos, como o acido
acetilsalicilico (aspirina). Nesse caso, uma liberacdo constante é conseguida
por um revestimento do pé preparado com etilcelulose. Para atenuar os efeitos
nocivos de medicamentos que contenham componente agressivo a mucosa
estomacal, costuma-se encapsuld-lo, usando como membrana um material
resistente ao meio acido e que somente se decompde em pH alcalino. Dessa
forma, a capsula passa pelo estbmago sem se romper, permitindo a absorcao
do ativo apenas no intestino, onde o meio alcalino existente propiciard sua
liberagdo, gracas a degradagcdo da membrana. Assim, a absorcao dos
compostos ocorre com um minimo de reacdes adversas [HAPPI, 2005; SOUZA,
2003].
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3.3 Coacervacao complexa aplicada a microencapsulagao

Nem toda a mistura de polieletrdlitos opostos forma coacervados e nem
todo coacervado € microcapsula. Para ocorrer a microencapsulacao por
coacervagao complexa, deve-se garantir que os complexos sejam formados ao
redor do ativo que se deseja encapsular. SINGH & BURGESS [1989]
verificaram que a albumina e o acido alginico formam tanto precipitados
complexos quanto coacervados, o que limita o uso deste sistema para a

microencapsulacao.

A Figura 5 representa a separacao de fases que pode ocorrer a partir de
uma mistura ao se variar caracteristicas do polimero e da mistura.
Dependendo das propriedades dos polimeros usados com as condicdes do
meio, a separacao de fases pode ocorrer pela formacdao de precipitados
caracterizados por uma rede bifdsica interconectada (lado direito) ou de

complexos mais organizados (lado esquerdo) [TURGEON et al., 2003].

As variacoes locais de concentragdao do biopolimero dentro do volume da
mistura podem resultar de uma mistura ineficiente dos componentes,
flutuacdes de temperatura ou interagdes especificas-ndo especificas. Por isso, a
separacao de fases é um processo cinético que pode nao ocorrer
imediatamente dependendo da conformagdao dos polimeros em solugao
[TOLSTOGUZOV, 2002].
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POLIMERO

Proporgdo na mistura

Concentragdo total
Conformagao molecular

Massa molecular

Complexos organizados

Mistura estavel

£~ ™

3

pt.

%

Tempo

Separagao de fases
macroscoépica

MEIO

Forga i6nica
Temperatura

pH

Qualidade do solvente

Complexos precipitados

Figura 5. Formacao de coacervados (esquerdo) ou agregados (direita) em

funcao de variaveis fisico-quimicas. Adaptada de TURGEON et al. [2003].

A Tabela 3 resume alguns estudos da literatura utilizando coacervacao

complexa aplicada a microencapsulacao. Alguns deles sao estudos preliminares

do processo de coacervagao complexa.
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Tabela 3. Utilizacdo da coacervacdao complexa como técnica de
microencapsulacgao.
Polimero 1 Polimero 2 pH P1:P> [total] Ativo Referéncia
PROTEINA POLISSACARIDEO
4 1:2 2% Oleo de soja NAKAGAWA et al., 2004
3,9 1:1 2% Esqualeno RABISKOVA et al., 1994
Lipossoma DONG;ROGERS, 1993.
PETERS et al, 1992
S ) SUZUKI & KONDO, 1982
o 4 1:1 3% Oleo com
= drogas JIZOMOTO et al., 1993
::‘ lipofilicas
= 4 1:1 3% Sulfametoxazol = TAKENAKA et al., 1980
8 Indometacina TIRKONNEN et al., 1994
4,2 1:1 0,2% Capsaicina XING et al., 2004
B [0) 1
<Z: 3,9 1:1 2% Oleo figado de JOUZEL et al., 2003
= bacalhau
5 GILSENAN et al., 2003;
1| . BECHARD;MCMULLEN,19
(O] Pectina 86
Sulfamerazina MCMULLEN et al., 1984
Goma xantana 2,3 1:1 0,1% LIl et al., 2002
n-carragena ANTONOV;GONCALVES, 1
999; HAUG et al., 2003
1-carrageenan 5,0 ~3:1 2% MICHON et al. 1995
- i articulas sélidas e
Goma Gelana 2(5) baixa  particulas sof CHILVERS;MORRIS, 1987
Goma guar +CMC 4,5 31 2% THIMMA;TAMMISHETTI,
2003
Quitosana 5,5 20:1 3% REMUNAN-LOPEZ et
al.,1996
Goma arabica 3,9 1:1 2% BURGESS;PONSART,
Albumina 1998
10U A carragena GALAZKA et al. 1999
4.2 2:1 0.1- SCHMITT et al., 1999;
Api 5% 2000; 2001
Goma arabica
4.2 2:1 1% SANCHEZ et al., 2001;
; 2002 a, b
B-lactoglobulina ’
g Pectina KAZMIERSI et al., 2003,
GIRARD et al., 2003
P 4 2:1 1% WEINBRECK et al. 2003,
Goma arabica 2004 a,b.c, 2005
Proteinas d Carragena WEINBRECK et al., 2004
ro eclir;alse itg Soro Goma xantana 4.2 4:1 3% LANEUVILLE et al. 2000
Exopolissacarideo WEINBRECK et al. 2003a
Caseina Carragena BUROVA et al., 2004
Poli-lisina 1-carragena GIROD et al. 2004
Proteinas da cMC VIKELOUDA;KIOSSEOGLO
batata U 2004
Proteinas de
plantas Goma arabica 35 11 15 migliol DUCEL et al., 2004
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POLISSACARIDEO

POLISSACARIDEO

hialurano 3,5 1:1 1% dextrana VASILIU et al., 2005
Leguminosa de PLASHCHINA et al. 2001
fava
. . YAN et al. 2001; LI et al.,
quitosana alginato 2005
SHUMILINA;SHCHIPUNOV
carragena 2002
PROTEINA PROTEINA
A 7,0 1:3 0,24% Van der WEERT et al,
lizozima heparina 2004
Gelatina 2,7 2:1 0,02% TSUNG;BURGESS, 1997
PROTEINA POLICATION
Gelatina e LEONG et al., 1998
quitosana
- 5,5 1:1 0,01% MAO et al., 2001,
DNA Quitosana BOSKIR;SAKA, 2004
- - - —
thosqna 7,0 1:1 0,02%  hepatécito GAO et al., 2005
galactosilada
= - - .
C?poll_meros 4,3 1:1 3% Tetracloroetilen RONG et al., 2005
hidrolizados 0
ELGINDY;ELEGAKEY,
Carbopol 1981
. . AMIET-CHARPENTIER et
Gelatina Polifosfato al., 1998
Acido hialurdnico gentamicina LIM et al., 2000
BSA Sulfato de dextrana GUROV et al. 1988
POLICATION POLIANION
= - - - -
Colageno HEMA-MMA-MAA 1:20 3% hepatécito NG et al., 2005, ZHOU et
metilado al., 2005
protamina Sulfat(? _de KIRPOTIN et al., 1993
condroitina
Acido metacrilico metacrilato

(MAA)

dimetilaminoetil

WEN et al., 1991

A coacervagao € baseada em mecanismos fisico-quimicos complexos por

envolver muitas varidveis como: taxas de agitacdo, relagdo nucleo/parede,

caracteristicas do polimero e do nlcleo, taxas de adicdo e resfriamento.

Existem poucas informacdes sobre o mecanismo de formacdao ou sobre a

estrutura dos coacervados, o que restringe a predicdo das propriedades

tecnofuncionais dos encapsulados e de seu processamento [SCHMITT et al.,

2000].

A formacdo dos complexos de biopolimeros deve-se principalmente as

interacOes eletrostaticas que dependem do grau de ionizagdo dos polimeros e,
portanto, do pH. [WEINBRECK et al., 2004]. Coacervar depende sobretudo, da
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carga liguida do sistema, sendo conseqientemente influenciada pela
estequiometria, por parametros estruturais (conformacao e comprimento de
cadeia apropriados) dos polimeros, e pelas condicdes do meio como pH, forga
iOnica, temperatura e natureza dos reagentes. E a microencapsulagdo, por sua

vez, s acontece na presenca de um recheio imiscivel, na proporcao adequada.

Em geral o processo de coacervacao complexa consiste em trés
estagios: A) Formacao de um sistema em trés fases quimicamente imisciveis
(um solvente, um material de cobertura e um material de recheio) B)
Deposicao do material polimérico liquido, carregado com carga oposta ao da
espécie coloidal, que formara a cobertura. C) Solidificacdo da cobertura
[PEDROZA-ISLAS, 2002].

As microcapsulas produzidas por coacervacdo podem ter pequenos
diametros (4um) e alta eficiéncia de encapsulagdo [PEDROZA-ISLAS, 2002]. A
principal desvantagem é a necessidade de se manter um controle critico das
concentracdes do material coloidal e do iniciador da coacervagao, pois a
coacervacao ocorrera somente dentro de uma limitada faixa de pH,

concentracdo de coldide e/ou de eletrdlito [RE, 2003].
3.3.1 Parametros fisico-quimicos

As propriedades fisico-quimicas envolvidas no processo de coacervagao
complexa influenciam a formagao ou supressao do mesmo. A situacao
otimizada ocorre quando existe um equilibrio entre cargas positivas e
negativas de modo que a maior parte dos sitios ativos estejam ligados. A
influéncia do sal, ou seja, a forca i6bnica do sistema de coacervacgao, nao foi
inserida na revisao por ndao se adotar condicdes de adicao salina neste
trabalho, porém, sabe-se que a presenca do sal pode suprimir a coacervagao
em varios graus dependendo da natureza e concentracdo do mesmo [SCHMITT
et al., 1998; BURGESS & CARLESS, 1985].
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3.3.1.1 Tipos de forcas quimicas

As interacOes envolvidas entre a proteina e o polissacarideo modificam
seu comportamento em solucdao [STAINSBY, 1980] e todas as associagcdes que
ocorrerem em funcdo da alteracdao das cargas estarao relacionadas a este item

de alguma maneira.

A formacao de complexos macromoleculares pode ocorrer por interagoes
entre as macromoléculas carregadas, entre os residuos de suas cadeias
laterais ou pelas interagdbes entre outro grupamento presente na
macromolécula. As interacdes envolvem ligacdes especificas ou interagdes ndo-
especificas. Os dois tipos de interacées ndo-especificas entre os biopolimeros,
as forcas atrativas e repulsivas se aplicam a dois fenOmenos opostos de
separacao de fases: a incompatibilidade entre os biopolimeros e sua
complexacao [BUROVA et al., 1992, TOLSTOGUZOQV, 2003].

A forca, a especificidade e a natureza atrativa ou repulsiva destas
interacdes sdo variaveis. As interagdes moleculares repulsivas sdo nao-
especificas e geralmente sdao de natureza eletrostatica devido as forcas de van
der Waals ou as repulsdes estéricas [HIEMENZ & RAJAGOPALAN, 1997]. Sao
encontradas entre misturas de proteina/polissacarideo ndo-ibnico ou com
polissacarideos anidonicos abaixo do ponto isoelétrico da proteina [IMESON,
LEDWARD & MITCHELL, 1997]. As interacdes atrativas ndo especificas
resultam de muitas interacdes fracas como ligacOes iOnicas, de hidrogénio ou
hidroféobicas mas também podem ser especificas, de intensidade elevada e
permanentes (ligagdes covalentes), no entanto, sdo poucas moléculas
envolvidas numa ligagao especifica [ZUCKERKANDL,1975].

Embora haja evidéncia para indicar que as principais forgas responsaveis
para estas interagcdes sdao de natureza eletrostatica (ion-ion) [IMESON,
LEDWARD & MITCHELL, 1997], existem outras interacdes, tais como ligacdes
de hidrogénio, covalentes ou hidrofdobicas, também significativas na
estabilizacdo da interacdao e podem envolver moléculas de solvente e cadeias
de hidrocarbonetos dos polieletrélitos [PICULELL et al., 1995].
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As interacOes ion-ion sdo envolvidas entre duas moléculas que possuem
uma carga elétrica permanente, alcance variando entre 0,2 e 0,3 nm e uma
energia potencial entre 25 e 50 kJ-mol™? [ISRAELACHVILI, 1991]. A forca de
interacdo depende das cargas das moléculas, da distédncia entre elas e da
constante dielétrica do meio [PRAUSNITZ et al., 1999], de acordo com a
féormula:

9,9,

F= Equacao 4

47r808,,r2

q: carga das moléculas [C]; &: permissividade do vécuo [8,85419x107*?

C%J'm™) g constante dielétrica do meio [adimensional].
Densidade de cargas

A distribuicdo das cargas na superficie das particulas tem importancia
decisiva na estabilidade dos sistemas dispersos. As cargas superficiais
produzem forcas de repulsdo eletrostatica entre particulas com cargas de
mesmo sinal, opondo-se conseqiientemente as forcas de atracao de Van der
Waals. Se as cargas iguais sao suficientemente elevadas, os coldides
permanecem dispersos € em suspensao. Porém, uma forte densidade de
cargas opostas induz a precipitacdo ou a gelificacdao dos coldides. Estas cargas
podem ser produzidas em conseqiéncia de: ionizacdo das moléculas dispersas,
adsorcdo de ions presentes no solvente e/ou atrito [MATTISON, BRITTAIN &
DUBIN, 1998]. Além disso, a carga residual influencia a solubilidade dos
complexos obtidos. Eles serao solluveis, se a carga de uma das macromoléculas
em excesso permitir a interagdo com o solvente [XIA & DUBIN, 1994;
MATTISON, BRITTAIN & DUBIN, 1995; TOLSTOGUZOV, 1997]. A densidade de
carga superficial depende da intensidade do potencial produzido pelo ion no
solvente idnico que tem uma afinidade particular pela superficie. Em muitos
sistemas, o ion H* determina o potencial e por isso, sdo diretamente

dependentes do pH.
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pH

O pH influencia o grau de ionizacdo dos grupos residuais das proteinas,
0S grupos aminas e os carboxilicos [SINGH & BURGESS, 1989; BURGESS,
1990], e como a formagao de complexos entre os biopolimeros geralmente
resulta de interacOes eletrostaticas entre macromoléculas carregadas com
cargas opostas, trabalha-se com esta variavel para adequar-se a situacao de
maxima concentracdao de cargas opostas. Em pHs abaixo do ponto isoelétrico
(PI), as moléculas de proteinas possuem carga total positiva, ou seja,
comportam-se como polications. Os polissacarideos contendo carboxilas
anidnicas, por sua vez, atuam como polianions e em contato com as proteinas
formam complexos eletrostaticos em pHs variando, geralmente, de 2 a 5. Os
complexos interbiopolimeros sdao desfeitos geralmente quando a forga ibnica
excede 0,2 a 0,5 e quando o pH estd acima do ponto isoelétrico da proteina.
Proteinas oligoméricas podem ainda formar complexos a pHs acima do PI da
proteina em funcao das diferentes cargas de suas subunidades [GALAZKA et
al., 1999].

Natureza do polissacarideo

Existem muitos mecanismos de interacao envolvendo polissacarideos e
proteinas que se tornam mais dificeis de serem compreendidos conforme
aumenta a diversidade estrutural e as propriedades dindmicas complexas dos
polissacarideos [IMBERLY & PEREZ, 2000].

Os polissacarideos anidnicos nao possuem o0 mesmo dgrau de
compatibilidade com as proteinas. Os sulfatados se ligam mais fortemente a
uma proteina abaixo do seu ponto isoelétrico que os carboxilados. Mesmo que
a proteina e o polissacarideo estejam numa situacdo de pH onde as cargas
liguidas sejam negativas, ainda assim existe a possibildiade de associagdo
idnica entre os grupos 0SO* e NH3*, neste caso especifico. Os polissacarideos
gue possuem grupos carboxilados ndo se complexam com as proteinas

globulares com uma forga idnica inferior a 0,2, ou a valores de pHs muito
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superiores ao ponto isoelétrico das proteinas. A acdao dos polissacarideos se

caracteriza principalmente pela diminuicdo das interacOes proteina/proteina.
Massa molecular

Como as interacOes eletrostaticas entre proteina e polissacarideo sao
muito fortes, o efeito da massa molecular dos polissacarideos sobre a
quantidade das proteinas complexadas é desprezivel [MORR & HA, 1993].
Quando as interacbes sdo fracas, um polissacarideo de alto peso molecular
complexa uma quantidade maior de proteina e o maior espaco ocupado na
solucdo favorece o contato com a proteina [SEMENOVA, 1996]. Porém, as
proteinas de alta massa molecular tendem a formar géis ou precipitados
preferivelmente a complexos. As moléculas com baixa massa molecular
interagem por associacdao idnica, no lugar da complexacdao, conduzindo a

formacao de agregados moleculares.
Razao proteina:polissacarideo

A estequiometria de um complexo eletrostatico depende da conformacdo
e da carga global dos reagentes. Devido a limitagcdes topoldgicas, proteinas
globulares e cadeias de polissacarideos anidnicos rigidos ndo conseguem
contato entre todos seus grupos carregados. Ao contrdrio, estruturas de
proteinas desdobradas (caseina, gelatina e algumas globulinas desnaturadas
em meio acido) tendem a formar o maximo contato com um polissacarideo
com carga oposta. No entanto, proteinas com uma estrutura desdobrada
usualmente formam complexos insolUveis eletricamente neutros, onde as
cargas dos componentes sao mutuamente neutralizadas [TOLSTOGUZOV,
2003]. Em outras palavras, a quantidade de complexos neutros formados (N)
por uma proteina desdobrada e um polissacarideo anidonico em complexos
insolluveis é igual a fracdo de suas cargas (Z). Isto significa que a
estequiometria dos complexos depende do valor do pH do sistema e da
proporcdo entre os reagentes macromoleculares, porém independe da
quantidade inicial de reagentes macromoleculares. Assim, quando o pH

diminui, os complexos insoluveis sdo enriquecidos com polissacarideos
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anionicos. Depois da precipitacdo de complexos insollveis de uma composicao
constante correspondente a certo pH, o excesso de um biopolimero permanece
em solugao [TOLSTOGUZOQOV, 2003].

A Figura 6 mostra que um complexo insoluvel é enriquecido em
polissacarideo quando o pH é reduzido abaixo do PI da proteina. Isto é devido
a um aumento na carga total da proteina e uma diminuicdo na do
polissacarideo. Uma proporcao  equivalente entre 0s reagentes
macromoleculares corresponde ao maximo rendimento de complexos
eletricamente neutros e os complexos insolUveis sdao formados em solugdes

diluidas (menor que 0,01%) de reagentes macromoleculares.

A proporcdo entre os biopolimeros influencia a carga e as propriedades
dos complexos obtidos, mas ela tem mais influéncia sobre a solubilidade dos
complexos. A estequiometria de um complexo eletrostatico de biopolimeros
insoluvel tende a satisfazer as condicdes de sua eletroneutralidade, e a
neutralizacao das cargas pode reduzir a rigidez das cadeias pela diminuicao
nas interacdes repulsivas de grupos de mesma carga, o que diminui,

consequUentemente a solubilidade.

Carga +
Protein,
4
] ] ] ] 1
2 3 4 5 B\ 7PHg
Regido de coacervagao
Carga - Polissacarideo

Figura 6. Distribuicdo de cargas dos biopolimeros e regido de cargas opostas-

indica regidao de coacervacao.
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3.3.2 Parametros fisicos do processo

Varios estudos tém reportado [LAMPRECHT, SCHAFER & LEHR, 2001] o
efeito de fatores fisicos como velocidade de agitacao, pressao e temperatura

no comportamento da coacervagao.
3.3.2.1 Temperatura

KELLY et al. [1994] verificaram que o aumento temperatura juntamente
com o conteldo total de polimeros possuia um efeito sinergistico na separagao
de fases. Ela favorece as interagdes hidrofdbicas e covalentes e sua redugdo
(baixas temperaturas) favorece as pontes de hidrogénio [STAINSBY, 1980]. As
interacOes hidrofdbicas sdao aumentadas pela exposicdo dos grupos reativos
pela desnaturacdo térmica das proteinas globulares e as mudancas na
conformagdao da estrutura do polissacarideo. A reducdo da temperatura
também exerce influéncia sobre a interagdao dos biopolimeros, pois diminui a
agitacdo térmica e as moléculas mais proximas aumentam a intensidade dos

parametros interacionais de Flory-Huggins [SCHMITT et al., 1998].
3.3.2.2 Agitagdo e Pressao

A aplicacdo de uma pressao hidrostatica facilita a formacao dos
complexos. De fato, o tratamento conduz a desnaturagao parcial das proteinas
e permite a exposicdo de grupos reativos, inicialmente escondidos na molécula
[DICKINSON & PAWLOWSKI, 1997]. No caso de altas pressdes dinamicas, elas
reduzem o tamanho dos complexos por acao das forcas de turbuléncia,
cavitagao e cisalhamento [LE HENAFF, 1996]. A duracao do cisalhamento
influencia também o tamanho dos complexos. Quanto maior, mais
possibilidades de colisbes e maior quantidade de complexos tera grandes
tamanhos [SCHMITT et al., 1998]. Estes conceitos sdo diretamente aplicados a
agitagdo. A maior velocidade de cisalhamento gera gotas coacervadas

menores.
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3.4 Polimeros de parede para coacervacao complexa

Caracteristicas fisico-quimicas do polimero de parede, como a
solubilidade, peso molecular, transicao vitrea, cristalinidade, formacao de filme
e difusividade, sao parametros importantes na escolha de um polimero de
parede desejado. Os biopolimeros mais utilizados para produzir microcapsulas
e hidrogéis sao apresentados na Tabela 3 e os polissacarideos comumente

usados sao caracterizados como gomas.

A definicdo de goma é baseada em caracteristicas fisicas e na origem
dos materiais em questdo. Em termos praticos podem ser definidas como
moléculas de alta massa molecular com caracteristicas hidrofilicas ou
hidrofobicas que, usualmente, possuem propriedades coloidais [PASQUEL,
2001], capacidade de produzir géis ou solugbes viscosas e portanto o nome
“goma”. E mais comum a utilizacdo do termo para referir-se a polissacarideos
ou seus derivados, obtidos a partir de plantas (exsudados, sementes, algas) ou
por processamento microbioldgico [WHISTLER & DANIEL, 1985]. As gomas sao
inertes em termos nutricionais e usadas na industria de alimentos como
espessantes, estabilizantes, para suspender particulas e impedir a formacdo de
cristais de gelo. Sao empregadas também na medicina, na producdo de papel,
perfuracdes de petrdleo (na lubrificacdo da broca e para emulsionar a agua

usada na recuperacao secundaria).
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3.4.1 Goma Arabica

ourworld.compuserve.com

www.estherbeatoncom

Figura 7. Goma acacia: Acacia tortilis, In natura e processada (spray dryer).

Também conhecida por goma acdacia ou goma indiana, a goma arabica é
exsudada de 4darvores e obtida como resposta & ferida da planta.
Aproximadamente 34 da producao de goma vem da espécie Acacia senegal,
seguida pela Acacia seyal, produzida principalmente no Sudao [THEVENET,
1988]. E o hidrocoldide emulsificante mais comumente conhecido e
amplamente usado na industria de bebidas para emulsificar dleos
aromatizantes, como o 6leo de laranja, sob condicdes acidas. E um ingrediente
razoavelmente caro comparado aos amidos modificados e maltodextrina, e em
decorréncia existem muitas sugestdes na literatura para sua substituicdo por
outros emulsificantes poliméricos [TRUBIANO & LACOURSE, 1989] ou outras
gomas como a goma mesquita [VERNON-CARTER, 1998].

Quimicamente, a goma arabica € um sal neutro ou levemente acido de
um polissacarideo complexo que contém ions calcio, magnésio e potdssio em
sua molécula [PRAKASH & MANGINO, 1990]. Segundo BEMILLER & WHISTLER
[1996] é uma mistura complexa de duas fragdes distintas, com estruturas
guimicas diferentes. A primeira fracdo, a componente principal, representa
70% da goma e é composta por cadeias de polissacarideos com pouco ou

nenhum material nitrogenado. A segunda fracdo é formada por
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aproximadamente 2% de proteina ligada covalentemente ao carboidrato
através dos residuos de serina e de hidroxiprolina [OSMAN et al., 1993;
RANDALL, PHILLIPS & WILLIAMS, 1989]. A proteina em geral se apresenta
com uma fracao de elevada massa molecular que representa menos de 30%
da goma total [VANDEVELDE & FENYO, 1985]. E esta fracdo que parece ser
predominantemente responsavel pelas propriedades emulsificantes e
estabilizantes especiais do hidrocoléide [RANDALL, PHILLIPS & WILLIAMS,
1989].

A estrutura em que a goma arabica é formada é conhecida por wattle
blossom e consiste, de uma cadeia principal de galactana ligando lateralmente
cadeias de galactose/arabinose fortemente ligadas. A metade do carboidrato é
composto de D-galactose (40% dos residuos), L-arabinose (24%), L-ramnose
(13%), e 2 acidos urobnicos, responsaveis pelo carater polianiénico da goma, o
acido D-glucurdnico (21%) e o acido 4-O-metil-D-glucur6nico (2%). Estes
ultimos sao anions soluveis em agua na proporcao 1:2 (influenciado pelo pH
porque ao se acidificar diminui-se a dissociacdo da carboxila e também a
solubilidade) [DICKINSON, 2003].

Sabe-se que a goma é negativamente carregada acima de pH 2,2, e a
baixos pHs (<2,2) a dissociacdo dos grupos carboxilas é suprimida. Ela
apresenta boa capacidade emulsificante e sua viscosidade (1,8 mPa.s solucao
a 1%) é baixa comparada a outros polissacarideos de massa molar similar
(400KDa) [SANCHEZ et al., 2002]. De sua estrutura molecular (Figura 8),
pode-se estimar sua densidade de carga como um grupo carboxilico a cada
5nm [ISLAM et al., 1997]. A habilidade formadora de filmes da goma arabica
ha muito tempo foi estabelecida por ela ser um emulsificante natural que
confere funcionalidade, nao pela modificacao da reologia da fase aquosa mas
por conduzir a formacdo de uma camada macromolecular estabilizadora em
torno das gotas do 6leo. Além disso, a goma pode estabilizar a emulsao do
6leo aromatizante na bebida [TAN, 1990] e protegé-lo contra oxidacdo de
volateis durante processamento e estocagem de microcapsulas [BUFFO,
REINECCIUS & OEHLERT, 2001].
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Figura 8. Estrutura molecular da goma arabica. A = arabinosil; Radicais
baseados em R1= ramnose, R2=acido gulucurdnico, R3= arabinose. Adaptado
de ISLAM et al. [1997].

3.4.2 Pectina

E um polissacarideo derivado de paredes celulares de plantas, sementes
de girassol e polpa da beterraba [THAKUR, SINGH & HANDA, 1997], mas é
principalmente preparada a partir da extracdao acida do albedo de citricos
(Rutaceae) e da casca e polpa da maca (Rosaceae). [BEMILLER & WHISTLER,
1996]. Nas plantas, elas contribuem para a firmeza e estrutura dos tecidos
atuando na parede celular de forma semelhante ao colageno, em tecidos de
origem animal [ASPINALL et al., 1970]. Geralmente sdo associadas ao calcio e
possuem alta massa molecular. Nao sao digeriveis por seres humanos, por isso
muito usadas como fibras dietéticas para eliminacdao de gorduras, e como

tendem a formar géis sdo empregadas na manufatura de geléias.

As pectinas possuem estrutura complexa com comprimentos de cadeia
variados e ordem particular de cada unidade de monossacarideo e, portanto
dependem da fonte e da metodologia de extragdo [LSBU, 2005].
Quimicamente, a maioria é composta por uma cadeia linear de 4acido
galacturénico ligado por associacdo a-(1—4) a uma cadeia polissacaridica
[LOOTENS et al., 2003]. Esta cadeia de polissacarideo pode ser de trés tipos
[PEREZ, RODRIGUEZ-CARVAJAL, DOCO, 2003].
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» poligalacturonano, composto por subunidades repetidas de acido

galacturénico. Sao homopolimeros parcialmente metilados (Figura 9 a).

= ramnogalacturonano I, composto por subunidades de 4acido
galacturénico, a-(1—4)-D-galacturonosila, e ramnose, o-(1—-2)-L-
ramnosil, alternados. Os pontos de ligacdo ocorrem no lado neutro da
cadeia (1 - 20 residuos) de principalmente L-arabinose e D-galactose
(Figura 9b).

« ramnogalacturonano II, polissacarideo complexo altamente ligado.
Pode conter residuos como D-xilose, L-fucose, acido D-glucurdnico, D-
apiose, acido 3-deoxi-D-mano-2-octulosénico e acido 3-deoxi-D-lixo-2-

heptulosonico ligados as regides do acido poli-a-(1—4)-D-galacturénico.

(a)

(b)
Figura 9. Dois tipos de estruturas que formam as pectinas. (a) Cadeia

polissacaridica poligalacturano, (b) ramnogalacturano I.

Geralmente pectinas ndao possuem estruturas exatas [PEREZ et al.,

2000]. A molécula ndao adota uma conformacdo reta em solugdo, mas ocorre
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de forma estendida e flexivel. Os grupos carboxilados tendem a expandir a
estrutura das pectinas como resultados de sua carga, a menos que eles
interajam através de ligacdes catidnicas divalentes, e seu pKa é de
aproximadamente 2,9 [RALET et al., 2001], possuindo  carga

consideravelmente negativa na maioria das circunstancias.

Comercialmente existem dois tipos de pectinas que dependem de seu
grau de metilagcdo: pectinas de alto (>50%) e baixo teor de esterificacao
(inferior a 50% dos grupos carboxilicos esterificados). O grau de esterificacdo
€ a porcentagem de unidades de 4acidos galacturbnicos que sdao metil
esterificados [DZIEZAK, 1991]. Os metil ésteres formados ocupam um espaco
similar, mas s3ao mais hidrofobicos e conseqientemente tém um efeito
diferente na estruturacdo da d&gua vizinha. Por isso, as propriedades das
pectinas dependem do grau de esterificagao [ROLIN & DE VRIES, 1990].

Pectinas pouco metiladas (LM) formam gel por pontes com cations
divalentes (calcio) entre as cadeias de dupla hélice adjacentes formando as
estruturas conhecidas como egg-box [RALET et al., 2001]. A forca do gel
aumenta com o aumento da concentracdo de Ca’* mas é reduzida com a
temperatura e o aumento da acidez (pH < 3), portanto sdao termoreversiveis
em pHs entre 3,0-4,0 [LOOTENS et al., 2003]. Esta reducdao pode ocorrer
porque dois grupos carboxilados sdo associados a agua antes dos ions calcio
formarem as ligacdes salinas que fazem essas zonas de juncdo. A habilidade
geleificante de di-cations é similar & encontrada para alginatos (Mg?**<<Ca?*,
Sr**<Ba?") sendo que com Na* e K*, ela ndo geleifica. Quando a quantidade de
metoxila esterificada é maior que 50%, ions calcio mostram alguma interacao,
mas ndo formam gel. A similaridade de comportamento com alginatos é que o
acido poli-a-(1—4)-D-galacturonico é quase imagem espelho do acido poli-a-
(1-4)-L-gulurénico, sendo que o grupo 3-hidroxila é axial neste ultimo [LSBU,
2005].

A desesterificacdao controlada para conversdao de pectinas altamente

metoxiladas (HM) a pectinas com baixo teor em metoxilas (LM) é feita em
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meio alcodlico, acido ou amoénia [AXELOS & THIBAULT, 1991]. Quando amdnia
€ usada para a desesterificacdo, alguns dos grupos metil éster sao substituidos
pelos grupos amidas, o que resulta em pectinas com varios graus de amidacdo
[ROLIN & DE VRIES, 1990].

Pectinas HM (usualmente ~67%) geleificam pela formacao de pontes de
hidrogénio e interacdes hidrofébicas na presenca de &cidos (pH ~3.0, para
reduzir repulsdes eletrostaticas) e aclcares (geralmente em torno de 62% de
aclcar por peso, para reduzir as interacdes agua-polimero) [TSOGA et al.,
2004]. Sao géis termo-irreversiveis. Pectinas LM (~35% esterificadas) , na
auséncia de cations adicionados geleificam pela formacao de associacdes entre
cadeias a baixa temperaturas (~10°C) para formar géis transparentes
[KIONIKSEN, HIORTH & NYSTROM, 2004].

Pectinas sao principalmente usadas como agentes geleificantes mas
também podem agir como ligantes de agua, estabilizantes e espessantes por
promover o aumento da viscosidade quando submetidas a hidratacao
[THAKUR, SINGH & HANDA, 1997]. As composicoes e propriedades das
pectinas variam com a matéria-prima, os processos usados durante a extracao
e 0s subsequUentes tratamentos realizados [DZIEZAK, 1991;BEMILLER &
WHISTLER, 1996].

3.4.3 Gelatina

Gelatina é uma proteina de origem animal, solivel em &gua (em
temperaturas entre 38-40°C) resultante da hidrélise do coldgeno proveniente
de o0sso, peles e tecidos conectivos de suinos e bovinos. O colageno é
caracterizado por apresentar alto teor em glicina (33%), prolina e
hidroxiprolina (22%) [JOHNSTON-BANKS, 1990]. A Figura 10 apresenta a

estrutura quimica da gelatina de pele bovina.

A extracdo da gelatina a partir de colageno é realizada em etapas com

diferentes temperaturas (de 60 a 90°C) e é pH-dependente. A selecao do pH é
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feita visando maximizar a taxa de extracao e a manutencao de suas
propriedades fisicas [CARVALHO, 2002].

Gelatinas, como outras proteinas, podem agir como acido ou base,
dependendo do pH do meio. Em solugdes acidas, apresentam-se positivamente
carregadas e, o contrario ocorre em solugdes alcalinas. Porém, variacdes na
proporcao de grupos amidicos e carboxilicos sao responsaveis por diferencas
nos pontos isoelétricos da gelatina. No coldgeno, 35% dos grupos acidos estao
sob a forma de amidas, o que o caracteriza como uma proteina basica
(pI~9,4). De acordo com o pré-tratamento de hidrélise utilizado, o ponto
isoelétrico da gelatina extraida é alterado ficando em torno de 4,5 a 5,3 para
gelatinas tipo B (pré-tratamento com pH alcalino) e permanecendo entre 7,0 a
9,4 na gelatina tipo A (pré tratamento acido) [POPPE, 1997].
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Figura 10. Estrutura quimica da gelatina [POPPE, 1997].
3.4.4 Propriedades da parede - Reticulacao

Uma diversidade de materiais de parede é utilizada na producdao de
microcapsulas e microesferas para a liberacdao controlada. Desses, para a
coacervagao complexa, aproximadamente 90% dos pares fazem uso de uma
proteina na constituicdo do par polimérico. Observando-se a formacao
estrutural do coldageno, percebeu-se que a ligacdao covalente entre as
moléculas era essencial para a fungao dos tecidos conectivos como tendodes,
0ssos e pele, por possuirem caracteristicas de maior resisténcia mecanica e

controlarem o grau de flexibilidade das cadeias polipeptidicas. Na auséncia
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desses crosslinkings intermoleculares, as moléculas na fibra sdao capazes de
movimentar-se relativamente as outras; conseqlientemente, a fibra é fraca e
extensivel [MILES et al., 2005].

Consegue-se um aumento da estabilidade destas fibras através da
reticulacdo, e dois fatores sdo identificados como principais responsaveis por
isso. O primeiro mecanismo é uma perda de entropia pelo nimero reduzido de
configuragcbes moleculares disponiveis devido as moléculas serem
covalentemente ligadas. O segundo é a hidratagdo. Crosslinkings podem
desidratar a fibra pela ligagdo mais préxima das moléculas e expulsar agua e
esta desidratagdao melhora a estabilidade das fibras de colageno [MILES et al.,
2005].

O conceito de reticulagao foi aplicado para alterar as propriedades de
barreira das paredes das capsulas auxiliando no controle da liberacao do ativo
encapsulado. Geralmente sdo reticulacdes protéicas e referem-se a formagao
de ligacOes covalentes entre cadeias polipeptidicas (intramoleculares) ou entre
proteinas (intermoleculares) [FEENEY & WHITAKER, 1984]. Um resumo de
crosslinks protéicos em alimentos é apresentado na Figura 11. Nem todos os
aminodacidos sao passiveis de participacdo na reticulacdo e os que reagem

diferem em grau de reatividade sob varias condicdes [GERRARD, 2002].

Os tipos de forcas quimicas envolvidas na formacgao das redes protéicas
estruturadas sao as mesmas da organizacdo de moléculas de proteinas
individuais. No sentido crescente de intensidade energética da interacao, as
principais sdo: hidrofdobicas (5-10 KJ/mol), pontes de hidrogénio (10-40
KJ/mol), interacdes eletrostaticas (25-80 KJ/mol) e interagdes covalentes
(200-400 KJ/mol). Cada uma das interacdes tem uma fungao especifica e sao
as interagcdes covalentes intermoleculares que permitem a reticulagao
permanente na rede [GERRARD, 2002].

Entre os grupos presentes nas proteinas, os residuos das aminas
usualmente estdao expostos e sdo muito reativos sem qualquer tipo de prévia

ativacao [MATEO et al., 2005]. Por isso muitos agentes reticulantes sao
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formulados para atacar especificamente estes grupos. A gelatina, por exemplo,
contém aproximadamente 33 grupos e€-amino e 120 grupos de acidos
carboxilicos em uma molécula ideal de 100 KDa composta de 1000 residuos de
aminoacidos [VEIS, 1960].
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Figura 11. Possibilidades de reticulagdes entre diferentes grupos da proteina.
Os quadros contém as duas possibilidades de se ligar aminas residuais
[Adaptado de GERRARD, 2002].

A reticulacdo pode ser quimica ou via enzimatica, uma alternativa mais
adequada para utilizagdo em alimentos [DICKINSON,1997]. No entanto, o grau
e o tipo de reticulagcao podem diferir de acordo com o agente reticulante.
Métodos fisicos como o tratamento dehidrotérmico (DHT), fotooxidacao,
microondas e irradiacao ultravioleta [RAY-NENG et al., 2005] também podem

ser empregados, em alguns casos.
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Muitos agentes quimicos de reticulagao sao disponiveis comercialmente,
€ a maioria dos grupos reativos usados para imobilizar proteinas
(glutaraldeido, brometo de cianogénio, etc) é capaz de produzir ligagbes
estaveis com residuos especificos sob condi¢des brandas (por exemplo, pH
neutro) [MATEO et al., 2005]. Usualmente, eles sao reagentes com dois lados
reativos derivados de moléculas desenvolvidas para reagir com as cadeias
laterais das proteinas [FEENEY & WHITAKER, 1984] e geralmente ligam-se a

residuos de lisina ou cisteina (Figura 12).

H H H H
2(R— NH,)+0=C—(CH,); ~C=0——>R~N=C—(CH,); ~C=N —R + H,0

Figura 12. Reacdo de reticulacdo sobre a acao do glutaraldeido.

Muitos estudos indicaram que microcapsulas reticuladas com
glutaraldeido, estrutura com dois aldeidos terminais, apresentaram
propriedades desejadas de liberagcao controlada [LEE & ROSENBERG, 1999]. A
reticulacdo com aldeidos é a principal utilizada na estruturacdo de paredes de

microparticulas por ser mais rapida e potente.

O grau de reticulagao esta diretamente associado a concentracao. Com
baixas concentracdes, o crosslinking intramolecular é predominante. A medida
gue se aumenta a concentragdo do glutaraldeido ocorre a formacgao de ligagdes
transversais intermoleculares e conseqliente maior insolubilidade da proteina.
No entanto, o glutaraldeido é conhecido por provocar calcificacdo e
citotoxicidade [RAY-NENG et al., 2005] e por isso, esse reagente nao é
aprovado para uso em alimentos [SINGH et al., 1991]. Além disso, duvidas
tém surgido sobre a precisdo com que a reatividade destes reagentes pode ser
prevista [GREEN, REISLER & HOUK, 2001], mas eles permanecem amplamente

usados para aplicagdes biotecnoldgicas e bioquimicas.

Existe um método para determinar a quantidade de crosslinks em
matrizes protéicas [GILBERT & KIM, 1990; BUBNIS & OFNER, 1992],

empregando TNBS (2,4,6-acido trinitrobenzenosulfénico), um croméforo UV
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gue reage especificamente com grupos amino primarios [MWANGI &OFNER,
2004].

Como dito anteriormente, a reticulacdo quimica apresenta desvantagens
de citoxicidade e alta reatividade. Uma alternativa que vem sendo estudada
em nosso grupo de pesquisa é a reticulagdo de matrizes protéicas com agentes
menos téxicos. Assim, métodos enzimaticos podem ser promissoramente
usados, pois por atuarem como catalisadores, ndo participam dos produtos

finais (Figura 11).

A maioria das enzimas de interesse para modificacdes de proteinas sdo
enzimas de crosslinking covalente e somente a transglutaminase (TG) esta
comumente disponivel para catalisar formacdo de ligacdes covalentes entre
moléculas de proteina em uma escala comercial [DICKINSON, 1997]. No
entanto, seu uso é ainda pouco explorado e nao existem na literatura trabalhos
que utilizem esta enzima para alterar propriedades de barreira de

microparticulas para liberagao controlada.

Transglutaminases (TGases; g-glutamiltransferase proteina-glutamine,
EC 2.3.2.13) sado distribuidas extensamente em varios organismos, incluindo
vertebrados, invertebrados, plantas e microorganismos, e sao responsaveis por
certos eventos bioldgicos tais como o queratinizacao epidermal, coagulacdo do
sangue e regulacdo das membranas do eritrécito. [RAY-NENG et al., 2005]. Os
estudos na produgdao da TG por microorganismos comegaram recentemente,
sendo a enzima obtida a partir de fermentacdao microbiana. Produtos
alimenticios tratados com a TG microbiana apresentaram sabor, aparéncia e
textura melhorados. Além disso, esta enzima pode aumentar a vida de
prateleira e reduzir a alergenicidade de determinados alimentos [ZHU et al.,
1995].

A enzima TG catalisa a reacdo de transferéncia de acil entre o grupo ¢-
amino de um residuo de lisina (R'-NH,,doador) e um grupo y-carboxiamida de
um residuo glutaminil (R-CONH,, aceptor) [FOLK & CHUNG, 1985] (Figura 13).

A modificacdo de proteinas alimentares pela TG pode conduzir a produtos
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texturizados, ajudar a proteger a lisina das varias reagdes quimicas,
encapsular lipidios e/ou materiais sollveis em lipidios, melhorar a elasticidade
e a capacidade de ligagao de agua, modificar a solubilidade e as propriedades
funcionais, e produzir proteinas com valor nutritivo mais elevado através do
crosslinking de diferentes proteinas [MATHEIS & WHITAKER, 1987]. A taxa de
crosslinking pela TG é dependente da estrutura macromolecular de cada
substrato de proteina uma vez que os residuos reativos estdao inseridos em
regides flexiveis da cadeia polipeptidica. Outros fatores que afetam a taxa de
reacao sdo a temperatura, pH e conteldo de calcio [DICKINSON, 1997]. A
transglutaminase opera efetivamente na faixa de pH de 4-9 e de 0-50°C
[MOTOKI & SEGURO, 1998].

A polimerizacdo das proteinas pode ser conseguida em conseqiiéncia da
formacao das ligacdes intermoleculares ou intramoleculares do grupo € -( y -
glutamil) lisina [FOLK & CHUNG, 1985]. Recentemente, uma transglutaminase
microbiana (MTGase) isolada do meio de cultura do Streptoverticillium
mobaraense tornou-se comercialmente disponivel. Ao contrario de TGases de
muitas outras fontes, as MTGases possuem muitas caracteristicas, incluindo a
independéncia de Ca’', maior especificidade para doadores de acil, menor
tamanho da molécula e taxa de reacdo mais elevada, as quais as tornam
apropriadas para as aplicagbes industriais [RADEK et al., 1993; ANDO et al.,
1989].

Varios produtos comerciais fazem uso da transglutaminase e em todos
0s casos é observado que ela melhora a estabilidade térmica, firmeza e
elasticidade [KURAISHI, YAMAZAKI & SUSA, 2001]. Ela também apresenta
capacidade de reduzir a alergenicidade de algumas proteinas [WATANABE et
al., 1994] e nao apresentou citotoxicidade [CHEN, HO & SHEU, 2005].
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Figura 13. Reacao de reticulacao da proteina sob acdo da enzima

transglutaminase.
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3.5 Liberacao modificada

A liberacao do ativo microencapsulado em quantidade e velocidade
controladas é um dos principais objetivos da microencapsulagdo. Existem
muitos produtos formulados para atrasar a liberagdo ou programar a
velocidade e a duracdao de liberagdao do principio ativo. Os sistemas drug
delivery sao projetados para fornecer uma quantidade mais eficaz de ativos
num periodo de tempo otimizado, a fim de evitar fenbmenos de sub ou
superdosagem, além de diminuir os efeitos indesejados. Estes sistemas
apresentam como principal vantagem a manutencgao do nivel de ativo no meio,
em concentracdes dentro da zona da eficacia com uma Unica administragdo.
No setor farmacéutico, isto garante o sucesso da terapia por parte do paciente
que, por diminuir o nimero de dosagens, reduz o risco de esquecimento ou
auto ajuste na ingestdo da droga [STWEARD, 2003].

As previsdes sao de que o mercado para tecnologias de drug delivery
nos ESTADOS UNIDOS tenha um aumento de $19 bilhdes em 2000 para mais
de $41 bilhdes em 2007 [KANGA, 2005]. Avancos tecnoldgicos sao perceptiveis
especialmente na area de cosméticos onde além da eficacia do principio ativo,
sao desenvolvidas tecnologias para prolongar a entrega dos ingredientes
incluindo a possibilidade de utilizar diferentes rotas de fornecimento. Isto inclui

um grande segmento que é a nanotecnologia [RODRIGUEZ, 2005].

E importante obter uma melhor compreensdo da influéncia do ambiente
bioldgico no desempenho da liberagao de varios sistemas da entrega. Mais de
90% das drogas aprovadas desde 1995 tém baixa solubilidade, baixa
permeabilidade, ou ambos. Mais de 40% das drogas recentemente descobertas
apresentam muito baixa solubilidade em agua [KANGA, 2005]. No caso da via
transdérmica, muitos dos agentes ativos sdo peptideos ou proteinas, contudo a
pele é uma barreira extremamente eficaz e altamente impermedvel aos
peptideos e as proteinas de alto peso molecular. Drogas com alta solubilidade
em lipideos sdo mais facilmente transportadas através da membrana celular e

as com baixa solubilidade, devido a ionizacdo, necessitam de um sistema de
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transporte ativo, porque as moléculas ionizadas ndo penetram as membranas
[NYSTROM & WESTERBERG, 1986].

O coeficiente de particdio de uma droga depende, sobretudo, da
polaridade e de seu tamanho. As drogas com momento de dipolo elevado,
mesmo que ndo-ionizadas, tém baixa solubilidade em lipides e, portanto baixa
permeabilidade. A ionizacdo reduz ndao somente a solubilidade em lipides, mas
retarda também o movimento através das membranas carregadas.
Conseqglientemente, as moléculas ionizadas ndo penetram as membranas.
Nesses casos, a membrana requer a presenca de agentes que neutralizem a
carga ou protejam a molécula para que ocorra a absorcao [LARSEN et al.,
2002].

Muitas empresas estdao desenvolvendo tecnologias avancadas de
liberacao modificada para farmacos com baixa solubilidade em &gua. Estas
aproximacodes incluem dispersdes continuas, microemulsdes, sistemas auto-
emulsificantes, complexacdao, lipossomas e a criacdo de particulas
nanoestruturadas com técnicas de formacdo e reducdao do tamanho da
particula [STWEARD, 2003].

A aplicacdo de modelagem molecular, de tecnologias de selecao de
agentes de alta permeabilidade (high-throughput screening) e de quimica
combinatorial resultou em compostos com propriedades e atividades que se
assemelham aos mediadores naturais no corpo e que sao projetadas para
mimetizar seu sistema de acdo. As vias de administracao, também participam

do projeto de desenvolvimento da particula [NOORY et al., 2005].

Os sistemas orais, por exemplo, sdo dependentes do tempo do transito
gastrointestinal o que diminui a biodisponibilidade; principalmente devido a
liberagdo incompleta do principio ativo no tempo demasiadamente curto de
permanéncia no trato absorvente. O modo injetavel exige, por outro lado,
microparticulas erodiveis para a eficacia de administracdo [KUMAR & KUMAR,
2001].
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O planejamento das formas de liberagdao controlada é cada vez mais
voltado a introducao no mercado da molécula ja formulada em um novo
produto. O segmento do mercado deste tipo de produto farmacéutico
destinado a forma oral é de aproximadamente 50%, seguido pelas formas de
liberacdao pulmonar, transdérmicas e injetaveis, cobrindo repectivamente,
aproximadamente 20%, 12% e 7% do mercado [NOORY et al., 2005].

No segmento de alimentos, a atencdao se volta na otimizacao de
encapsulacdo de agentes de compostos de aroma incluindo a protecdao contra
oxidagdo, perdas por volatilizacdao e liberagdo controlada no preparo do

produto ou no momento de ingestao.
3.5.1 Projeto de uma particula

As microcapsulas oferecem diversas vantagens como sistemas de
liberacao sendo a mais importante, o fato de a cinética da liberacdo da droga
poder ser alterada mudando-se as caracteristicas da microcapsula carregadora.
Na engenharia da particula, para que ela tenha uma liberacdo apropriada as
finalidades propostas, é imprescindivel que se conhecam as limitagdes de
aplicacao bem como os fatores envolvidos na liberacao do ativo, para definir o
tipo de sistema a ser formulado: comprimido, capsula, supositério, emplastro

transdérmico ou solugao.

PEPPAS & BRANNON-PEPPAS [1996] relataram que particulas visando a
incorporacdo de agentes flavorizantes a serem utilizados como fragrancias
devem ser projetadas para apresentar liberacdo por periodos de 6 a 12 hrs,
taxa de liberagcao preferivelmente constante, apresentarem-se secas e com
tamanho entre 400 a 600um, utilizarem polimeros inertes, ndao téxicos e nao
carcinogénicos e possuirem estabilidade durante a estocagem. Alguns produtos
sao especialmente formulados para liberar o ingrediente ativo com lentidao,
em geral durante doze horas ou mais, mas mesmo com reducao da velocidade
de dissolugdao do ativo, devem garanti-la, para que possa haver absorcdao do

ativo. Assim, as particulas do ativo reunidas em uma capsula podem ser
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revestidas com polimeros de espessuras variaveis, e propriedades de barreira
diferenciada [PEPPAS, 1997].

No tratamento da liberacao assume-se que a distribuicao do ativo dentro
da particula pode se encontrar sob duas maneiras. Em sistemas reservatorios
(Figura 14B), o ativo concentrado é cercado pela membrana da particula, ja
em sistemas matriciais (Figura 14A), o ativo é distribuido através da massa

polimérica.

POLIMERC Vo

Figura 14. Definicdo do sistema pela distribuicdo do ativo. A. sistema

matricial, B. sistema reservatério.

Além disso, o estado fisico do polimero e da droga (cristalino, amorfo,
vitreo, disperso molecularmente) deve ser levado em conta no mecanismo de
liberagdo. Por exemplo, um polimero amorfo terd coeficiente de difusdo muito
maior comparado ao polimero cristalino [HOMBRERO-PEREZ et al., 2003] e
particulas que contém liquidos tenderdao a serem absorvidas mais rapidamente

comparadas as que contém sélidos cristalinos.

A liberacdo do composto ativo originalmente incorporado no polimero é
limitada por quatro fatores importantes. 1. a carga inicial do éleo no polimero,
2. a solubilidade do dleo no solvente de liberacdo, 3. o coeficiente de particdo
do 6leo no solvente e no polimero e 4. barreiras difusionais [PEPPAS &
BRANNON-PEPPAS, 1996] que sao funcdo da estrutura da parede polimérica
envolvida. Existem quatro modelos para enquadrar o tipo de liberacao em
funcdo das caracteristicas da barreira. 1) a parede da particula ndo permite
liberacdo e esta é iniciada pela ruptura da parede causada por uma forga

externa aplicada ou fatores como calor, luz, pH e degradacdes quimicas da
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parede da capsula. 2) a parede € uma membrana continua e por isso, supde-se
gue a taxa de liberacdao do material de recheio é constante assim como o
gradiente de concentracdo através da membrana. 3) a parede permite uma
migracao, porém um efeito adicional de liberacdo ocasiona pequenos
rompimentos na estrutura da cdpsula. 4) a parede é como uma membrana

semipermeavel e seletiva a diferentes pesos moleculares [THIES, 1995].

Assim, a modelagem da liberacao deve considerar que a saida do ativo
das particulas estd sujeita a paréametros fisicos e quimicos que incluem os
diretamente relacionados com o meio de liberagdo e as mudancas das
caracteristicas do sistema, como o tamanho da particula, a espessura da
parede, etc [BACHTSI & KIPARISSIDES, 1996].

Trés diferentes mecanismos podem ser identificados: os controlados
pelo solvente, pela difusao e os quimicamente controlados. Uma representacgao
esquematica é apresentada na Tabela 4 sobre os mecanismos geralmente

envolvidos em processos de liberagao.
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Tabela 4. Possiveis mecanismos de liberacdao controlada a partir de microparticulas com distribuicdo matricial ou

monolitica do ativo.

Liberagao Mecanismo de i
- ~ Principal vantagem Desvantagens
controlada liberacao
Sistemas Combinagdo da Polimeros degradaveis
erodiveis- quebra do polimero e 9 Dificuldade de recuperar

quimicamente
controlados (A)

Pela difusao do
solvente (B)

Pela difusdo do
ativo (C)

da difusdo do ativo
através da matriz

O fluxo da agua
controla a liberagao

Difusdo na matriz
polimérica
(monolitico) ou
através de uma
barreira

(método ndo invasivo para
extragao)

Difusividade em polimeros
inchados permite a difusdo
da droga fora da matriz

Taxa de difusao definida e
controlada pelos simples
calculos da difusdo do
ativo

as particulas

Polimeros tipicamente
ndo degradaveis

Sao ndo degradaveis
Difusdo de moléculas
grandes é muito lenta
para ser eficaz.
Risco de alta dosagem
em sistemas de barreira

(o]
o
O sistema resenatdnio
¢y (bameira)
o
o

< matriz sdlida
o (monolitica)
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Essa classificacdo representa situacOes tedricas onde a taxa de difusao é
predominantemente controlada por um desses fatores. Obviamente em muitos
sistemas praticos, a taxa de liberacdao pode ser afetada por varias combinagdes
dos mecanismos acima [ZASLAVSKY, 1994].

A. Sistemas biodegradaveis podem ser reservatdrios ou matriz e o
processo de biodegradacdao deve gerar componentes atéxicos. Existem duas
cinéticas de liberacdo em sistemas matriciais erodiveis. No primeiro, a particula
é formulada para reduzir a liberagdo com o tempo, ja que a superficie de area
do polimero também é reduzida. Estes sistemas sdo projetados para conter
maior quantidade de ativo no interior da particula que nas proximidades da
superficie. Um segundo caso é utilizar-se de polimeros que se degradam
lentamente num estagio inicial, mas a taxa de degradacdo aumenta
rapidamente por um processo de auto-catalise e seu interior é erodido num
periodo bastante curto. A liberacdo, neste caso, pode ser controlada pela
difusdao, erosdao ou ambos e FAISANT, SIEPMANN & BENOIT [2002]
propuseram uma teoria matematica simples para explica-la, considerando o
estado tempo-dependente da rede polimérica. O controle quimico da liberagao
da droga é conseguido regulando a degradacao do polimero que resulta na

liberacao da droga encapsulada na matriz do polimero [DHOOT, 2003].

B. O mecanismo da liberacdo neste caso ocorre pelo inchamento do
polimero ou pela criagdo de poros devido a penetracdao da d&agua em
conseqiéncia da pressao osmotica [DHOOT, 2003]. O ativo, antes da insergao
da matriz polimérica num meio termodinamicamente compativel, era incapaz
de difundir-se. O polimero apds a penetracao do fluido, passa do estado vitreo
a gel, e neste estado a cadeia polimérica € mais mdvel permitindo a difusdao do

ativo mais rapidamente.

C. Num sistema reservatorio ou matriz consistindo de polimeros nao-
degradaveis, a taxa de liberacao é estritamente controlada pela difusdao da

droga através da membrana polimérica [THIES, 1995] e a cinética de liberacao
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pode ter diferentes perfis, sendo o de primeira ordem freqientemente

encontrado em substancias microencapsuladas.

Os fenbmenos de transporte de massa que ocorrem durante a liberacao
de particulas formuladas com este tipo de polimero sao [HOMBRERO-PEREZ et
al., 2003]: i) a inibicado do meio de liberacao devido aos gradientes de
concentracao, ii) dissolucdo do ativo, iii) difusdo do ativo através da matriz
polimérica e/ ou através de poros, na seqliéncia e/ou simultaneamente, iv)
difusdo do ativo através do filme de liquido estagnado na superficie da

particula, v) transporte convectivo e difusivo no meio de liberagao.

3.5.2 Modelos matematicos para o sistema difusivo: Ativo solubilizado

e sistema matricial monolitico

A liberacdao de um agente ativo de um carreador polimérico consiste no
movimento desse agente através do polimero, ou melhor, através de uma
membrana e é descrito como um processo multistep. As moléculas colidem
com a superficie do polimero, adsorvem, se difundem através dos poros da
cadeia de polimeros e se dessorvem. A absorgcdo, o transporte através dos
capilares, a penetracdo nas células, a excrecdo, sdao todos exemplos de
passagem através de uma membrana. O fendmeno, conhecido como difusdo, é
principalmente controlado pelas limitagdes da transferéncia de massa na
camada entre a matriz polimérica e o meio. Ela é passiva, se a forca motriz é
puramente um movimento molecular browniano, mas difusao pode ser ativada
por efeitos externos, como pela influéncia do meio de liberacdao, pelo
inchamento ou biodegradacdo, ou por efeito de forcas fisicas como forgas

convectivas, osmoticas ou elétricas.

Muitos modelos sdo baseados no processo difusivo e o fendmeno da
difusdo esta intimamente relacionado a estrutura do material através do qual
ocorre a difusdo. Desta forma, a morfologia dos materiais poliméricos deve ser
cuidadosamente observada para sucesso do modelo. Além disso, de acordo
com a dispersao do ativo na matriz, os sistemas projetados enquadram-se

como matrizes ou reservatério e as propriedades criticas desses modelos sao
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as consideracdes de solubilidade do ativo no polimero e sua difusividade na
membrana. As matrizes monoliticas sdo as mais simples usadas para controlar
a liberacdao das drogas e foram anteriormente descritas como sistemas
matriciais (Figura 14). Os intersticios de materiais poliméricos sdao os principais
responsaveis pelo controle da liberacdo. A expressdo matematica que
representa o ativo dissolvido na matriz polimérica cuja geometria é esférica

pode ser descrita pela segunda lei de Fick como [KIM, 2000]:

ac_n(af.ec
ot r*\or or

D = coeficiente de difusao do ativo na membrana; 0C/dr = gradiente de

Equacdo 5

concentracdao na membrana; r = raio da esfera; 9C/ot = diminuicdo de

concentracao ao longo do tempo.

Um grande esforgo tem sido feito até agora para desenvolver modelos
matematicos que descrevem uma grande variedade de sistemas de liberagao
controlada. Os modelos desenvolvidos para o transporte molecular do ativo
constituem uma premissa indispensavel para a discussdao da liberagdo ou
absorcao de um ativo encapsulado durante o estagio de fabricacdo ou na
verificagdo experimental do mecanismo de liberagdo. No sentido de
desenvolver um mecanismo de liberacao particular, dados experimentais de
significancia estatistica sdo comparados a solucdo do modelo tedrico. Portanto,
uma combinacao de dados acurados e precisos com modelos que reproduzem
a situacao fisica pode permitir desenvolver o real mecanismo de liberacdo
[PEPPAS et al., 2000]. Na literatura, a grande maioria dos trabalhos estudou a
difusdo de substéncias em sistemas aquosos [VANDENBERG et al., 2004;
WIELAND-BERGHAUSSEN et al., 2002]. Existe, no entanto, uma grande
dificuldade em modelar, desenvolver e mensurar um sistema de liberagao para
ativos hidrofébicos em meio de liberacao aquoso, ja que a solubilidade do dleo
no meio de liberacdo é um fator determinante que influencia a taxa de
liberacdo do 6leo encapsulado [BACHTSI & KIPARISSIDES, 1996].
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3.5.2.1 Fundamentos da difuséo

A um nivel macroscopico, a difusdo caracteriza-se pela passagem de
moléculas com agitagdo intrinseca (movimento browniano) causada
principalmente pela diferenca de concentracao entre dois compartimentos
separados por uma superficie. O movimento browniano de uma particula em
suspensao resulta do fato de que ela esta continuamente sendo bombardeada
pelas moléculas que compdem o meio, as quais estdo em constante agitacdo

térmica.

Diversas consideracbes tem sido implicitamente incorporadas a
Equacdo 5. Primeiramente, a modelagem de Fick é adaptada a sistemas
difusionais passivos onde o coeficiente de difusdao (D) deve ser suposto
constante e independente da concentracdao, sem modificacdao das propriedades
fisico-quimicas do polimero durante a liberagdo. Além disso, algumas
premissas podem ser assumidas para gerar modelos adequados a cada caso.
Adotando que o didmetro da particula ndao se altere do inicio ao final do

experimento, a Equacao 5 pode ser integrada a:

0.5
M _ ~
ot 6(2) {7[ 0.5 +2Zj10:1ierfc nr }— 3? (Equagao 6, CRANK,
r

Mo\ 2 (D)%

1956)

Onde, My/My é a quantidade fracional liberada do ativo, sendo Mt a
massa de soluto liberada no tempo t e M« , a massa de soluto liberada num
tempo infinito (ou seja, quando se atinge o equilibrio). Este método assume
como outras hipdteses restritivas que ndo ha contribuicdo convectiva e que as
dimensdes da particula permanecem constantes sem que haja inchamento ou
quebras [FAVRE et al., 2001].

Como anteriormente mencionado, o tratamento matematico da difusao
depende se a droga esta dispersa ou dissolvida no polimero. Considerando que
a quantidade de ativo liberado é menor que a condicao de saturacdao do meio

de liberacdo (condicdes muito diluidas), no sistema matriz, onde a droga é
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dissolvida na matriz polimérica, a liberacao é representada matematicamente,

para uma particula esférica, pela equacao [HENRY et al., 1992]:

- Equagao 7

Esta equacao é valida para os primeiros 70% do ativo total liberado.
Apds isso, a cinética segue a cinética de ordem zero. A razao pela reducao na
taxa de liberagdo é um aumento do caminho difusional [BAKER & LONSDALE,
1974]. Este problema pode ser evitado pelo uso de geometria especial que

promove um aumento na area de superficie com o tempo [LANGER, 1980].

Polimeros na forma de bastdes, cilindros ou esferas permitem que as
moléculas do ativo difundam na matriz, dissolvam-se no polimero e
permanecam sollveis mesmo apds a secagem. A droga dispersa no polimero
deve estar numa quantidade inferior a seu limite de solubilidade no mesmo.
Assim, a taxa de dissolucdo é governada pela penetracdo do solvente na
matriz que em contato com o ativo dissolve-o imediatamente e a solugao

insaturada difunde para fora da matriz [KIM, 2000].

O coeficiente de difusdo, D, € uma medida da velocidade de movimento
das moléculas no polimero. O coeficiente de solubilidade, S, é uma indicagao
do numero de moléculas permeantes que estdo difundindo. Juntos, eles
descrevem o coeficiente de permeabilidade, P (P=DxS), onde S obedece a lei
de Henry [DELASSUS, 1997]. Esta lei deve ser usada para a descricao de um
fendmeno transiente onde o perfil de concentracdo do ativo no polimero ndo é
constante durante a difusdo e é linear: por maior que a diferenga de
concentragao entre os dois lados da membrana se torne, o fluxo permanece

proporcional ao gradiente, ou seja, nao existe um processo de saturagao.

O coeficiente de difusdo do ativo pode também ser determinada para
grandes valores de tempo quando a quantidade de ativo liberada é superior a
70%, ou seja, com 0.7 < Mt/Mw < 1.0:
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—=l—-——e¢ T Equacao 8

3.6 Utilizacao de tensoativos para alteracao de solubilidade no

acompanhamento da liberacao

O desenvolvimento de um procedimento de dissolucao para produtos
com solubilidade limitada em agua é um desafio para a indUstria. A liberagao
do composto ativo é usualmente o processo limitante para a absorcdo de
compostos com baixa solubilidade. No corpo humano, tensoativos naturais
auxiliam na dissolucao e subseqiiente absorcao do composto com solubilidade
aquosa limitada [BOGNOLO, 1999]. In vitro, varias técnicas tém sido usadas
para conseguir dissolucdo adequada de ativos insolGveis ou parcialmente
sollveis que dependem da droga e das condicdes do teste de dissolugdao como
composicao e volume do meio de dissolugao, pH, tipo de aparato e forma de
agitacao [GANDER et al., 1985].

No desenvolvimento de um teste de dissolugdo para compostos
insolUveis ou parcialmente solUveis, uma variedade de mecanismos foi usada
para aumentar a solubilidade do composto, incluindo adicdao de alcool
[KIDCHOB, KIMURA & IMANISHI, 1996] ou outros solventes organicos ao meio
aquoso [CHANG et al., 2003], aumentar o volume de liberacao e a taxa de
agitacdo. Porém, existe uma falta de relevancia fisioldgica destes métodos
[SHAH et al., 1995].

A Food and Drug Administration (FDA) avaliou o efeito de tensoativos que
existem naturalmente e os comparou com os comercialmente disponiveis
[SHAH et al., 1989]. Por causa da relevancia fisioldgica dos tensoativos, a FDA
geralmente aceita seu uso em testes de dissolucdao de drogas com solubilidade
limitada. Tensoativos comerciais foram usados com sucesso para aumentar a
solubilidade em testes de dissolucao de muitas drogas, por exemplo,
carbamazepina [CARTHEW et al.,, 1996], griseofulvina [NYSTROM &
WESTERBERG, 1986], flucitosina [BONNY & KYOWA, 1995], sulfametoxazol
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[GADALLA & EBRAN, 1986], prednisolona [SCHOTT, KWAN & FELDMAN, 1982],
danazol [SHAH et al., 1995], acetato de megestrol [SCHOTT, KWAN &
FELDMAN, 1982], prazosina HCI [SCHOTT, KWAN & FELDMAN, 1982],
quinesterol [SCHOTT, KWAN & FELDMAN, 1982] e de alguns contraceptivos
[NGUYEN et al., 1990].

LARSEN et al. [2001] investigaram a taxa de liberacdao de uma droga
veiculada em solvente oleoso em uma célula de didlise rotativa. Uma
correlacao log-linear foi estabelecida entre a constante de liberagao até o
equilibrio ser atingido (Kobs) e o log do coeficiente de particdo aparente entre
o veiculo oleoso e o meio de liberagao usando varios acidos e bases fracos e

nao-eletroélitos inseridos no meio aquoso.

Microcapsulas de polivinil alcool (PVA) contendo 6leo santosol foram
preparadas por coacervagao simples e a taxa de liberacdo do éleo em um
modelo de solugao contendo tensoativo foi investigada. A taxa de liberacao do
O0leo exibiu um modelo cinético de primeira ordem. O coeficiente de
permeabilidade mostrou forte dependéncia com as condicdes do meio de
liberacdo e com as caracteristicas morfoldgicas e fisicas das microcapsulas
[BACHTSI & KIPARISSIDES, 1996].

3.6.1 Fenémenos superficiais

A tensao superficial de um liquido é uma pressao interna causada pela
atracao de moléculas que tende a restringir a tendéncia do liquido de fluir e,
guando em contato com outra substéancia, forma uma interface. Ela também é
a responsavel pela forma da gota do liquido, que terd suas moléculas com
maior tendéncia a estarem juntas quanto maior a tensdo superficial. A tensdo
superficial de um liquido puro pode ser reduzida pela adicdo de uma substancia

conhecida como surfactante.

O termo surfactante é a contracdo de “agente ativo de superficie" e sua
atividade interfacial pode ser explicada em termos de sua estrutura molecular,

que promove uma ampla faixa de fungbGes quimicas de superficie: agentes
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molhantes, solubilizantes, espumantes, lubrificantes e modificadores de
reologia. Surfactantes ou tensoativos também possuem papel fundamental na
absorcao das drogas no corpo [WANG et al., 1996]. Eles sdo representados
esquematicamente por uma cabeca polar e uma cauda apolar onde suas
dimensodes relativas os identificam qualitativamente quanto a prevaléncia da
fracdo polar ou apolar na molécula. De acordo com o carater do grupo
hidrofilico, hd quatro classificagdes principais para os surfactantes: aniénicos,
catidnicos, ndo-idnicos e anfotéricos. Um tensoativo ndo-idnico ndo apresenta
grupos ionizaveis em solugdes aquosas. Tensoativos anidnicos sdo
aquossoluveis e dissociam-se em ions negativos (solUveis em agua) e ions
positivamente carregados. Os tensoativos catidénicos sdo assim chamados pela
fracdo sollvel dissociada ser positiva. Os surfactantes anfotéricos possuem
carga positiva em solucdes acidas, zero em pHs moderados (ponto isoelétrico
do surfactante) e negativa, em solucao alcalina [GRIFFITHS & CHEUNG, 2002].

A formacdo de micelas € o mecanismo encontrado pelas moléculas
anfifilicas de surfactantes, para compensar as forcas naturais de atracdo e
repulsdo entre as moléculas [MANIASSO, 2001]. Esta concentragao, conhecida
por concentracdo micelar critica (CMC), é atingida pelo aumento da
concentragao do tensoativo, que se encontrava predominantemente na forma
de mondomeros. O arranjo micelar consiste de regides internas hidrofdbicas
rodeadas por regides hidrofilicas das cabecas dos surfactantes, que estardo
expostas ao meio para interacdao com a agua [SEBBA, 1987]. A micela é um
mecanismo alternativo de adsorcao pelo qual a energia interfacial do sistema
diminui e que apresenta o poder de solubilizar os mais variados solutos. A
quantidade de soluto solubilizada é, em geral, diretamente proporcional a
concentracao de surfactante, desde que a concentracao seja igual ou superior
a CMC [MANIASSO, 2001]. In vivo [CRISON et al., 1996; CRISON, WEINER &
AMIDON, 1997] tensoativos (anibnicos, ndo-ibnicos ou catidnicos) estdo
disponiveis para solubilizar drogas. Parametros como temperatura, ambiente e
o pH também influenciardo a solubilidade de uma droga dentro da micela
[CARTHEW et al., 1996].

PRATA, A.S 67



REVISAO BIBLIOGRAFICA

Tensoativos e polimeros aquossoliveis estdo presentes em muitas
formulacdes e processos industriais. O tensoativo é adicionado para melhorar
as propriedades do polimero e vice-versa (sinergismo) ou também para
produzir propriedades que nem o tensoativo nem o polimero possuem
sozinhos. As aplicagbes e 0s numerosos usos dos sistemas
polimeros/tensoativos foram extensivamente revisadas [MALMSTEN, 2002].
Adicionalmente, mudancgas importantes nas propriedades de ambos ocorrem
freqientemente quando estes dois tipos de compostos sao usados juntos, o
que despertou o interesse por este sistema e o estudo das interacoes
polimero/tensoativo constitui-se em um tdpico chamado de ciéncia do

tensoativo.

Trabalhos em sistemas mistos polimero/tensoativos estdo sendo
publicados em grande numero e o campo foi recentemente revisado
[GODDARD, 1993; KWAK, 1998]. A maioria dos estudos observa que a
interacdo entre o tensoativo e o polimero é feita ndo covalentemente, i.e.,
somente sistemas ndo associativos sdao considerados, conforme terminologia
introduzida por PICULLEL & LINDMAN [1992]. Entre polimeros aquossollveis,
polimeros neutros tém propriedades de solucdo menos complexas do que
polimeros carregados (polieletrdlitos). N3ao obstante, a interacdo entre
polimeros neutros e tensoativos € menos compreendida do que aquela entre
polieletrdlitos e tensoativos. Certamente, no segundo tipo, interacdes
eletrostaticas dominam e determinam se uma interacdo ocorre. No caso do
polimero neutro as interacOes eletrostaticas sdo muito mais fracas e outros
mecanismos sao responsaveis pela interacdo com o polimero [BENRRAOU,
BALES & ZANA, 2003].

3.6.2 Balanco Hidrofilico-Hidrofébico

O balancgo hidrofilico-hidrofébico (HLB) é a determinagao quantitativa da
relacdo entre a porcao polar (hidrofilica) e apolar (lipofilica). Este indice serve
para classificar os tensoativos em grupos dentro dos quais eles desempenham
a mesma fungao (Tabela 5).
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Tabela 5. Faixas de aplicacao de tensoativos de acordo com o HLB.

HLB Aplicacao
3-6 Emulsificantes em emulsoes a/o
7-9 Agentes molhantes
8-18 Emulsificantes em emulsdes o/a
13-15 Detergentes
15-18 Solubilizantes

Adaptado de KOGA et al., 2000

Ele pode ser representado pela massa molecular da parte hidrofilica de
toda a molécula de tensoativo dividido por 5. Isto significa que o intervalo de
definicao da escala de HLB é compreendido de 0 a 20, por exemplos etanol
(7,9), monolaurato de sorbitana - span20 (8,6-10), tween 80 (15). Este
parametro foi introduzido por GRIFFIN [1949, 1954].

Para o cdlculo de HLB sdo propostas outras férmulas que, especialmente
no caso de tensoativos i6nicos, nem sempre estdo de acordo com os dados
obtidos experimentalmente. Por exemplo, o dodecilsulfato de sddio (SDS), por
causa de sua ionizacdo mostra um valor de HLB de aproximadamente 40.

Outra forma de classifica-los € quanto a fungao quimica:

Tensoativos anidnicos: apresentam cargas negativas e seus limites de
emprego residem na sensibilidade as cargas de sinais opostos (que podem
favorecer a precipitacdo) e ao pH (devido a dissociacao). Geralmente sdo

sabdes/detergentes.

Detergentes ibnicos, como o SDS, ligam a maioria das proteinas com
alta afinidade [REYNOLDS et al., 1967; DECKER & FOSTER, 1966; IKAI, 1976].
As interacbes sao governadas pelo estado de agregacao do detergente.
Enquanto detergentes monoméricos ligam ao estado nativo como ligantes
convencionais, isto €, ligam a um pequeno numero de sitios de uma maneira
saturavel [REYNOLDS E TANFORD, 1970; YONATH et al., 1977; BORDBAR et
al., 1997], micelas agem como desnaturantes. Assim o desdobramento global

da proteina ocorre geralmente acima da concentracdao micelar critica (cmc),
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gue para o SDS é ~7 mM em agua [REYNOLDS et al., 1967; JONES, SKINNER
& TIPPING, 1975; TURRO et al., 1995; GIMEL & BROWN, 1996].

A habilidade em desnaturar partes das proteinas deve-se as
propriedades anfifilicas da proteina e do detergente. Por exemplo, SDS liga-se
as proteinas através das interacdes entre o grupo sulfato e as cadeias laterais
positivamente carregadas do aminoacido, e entre o grupo alquil e as cadeias
laterais hidrofobicas [WANG et al., 1996; YONATH et al., 1977].

Tensoativos cationicos: apresentam carga positiva e possuem limites

analogos ao tensoativos anionicos.

Tensioativos ndo idnicos: sdo obtidos acoplando-se a porcdo apolar a

uma funcdo ndo ionizavel mas com caracteristicas polares.

Tensoativos anfoliticos: sdao constituidos de uma molécula de glicerina
onde duas hidroxilas sao esterificadas com acidos graxos, e a terceira hidroxila
€ acoplada ao acido fosférico que por sua vez se encontra ligado a colina. Estas
substancias tem elevada concentracao micelar critica por terem a estrutura

ramificada e apresentarem-se solUveis em agua.
3.6.3 Toxicidade

Tween 80 pertence a classe de aditivos alimentares também conhecidos
como Polisorbatos. Span 80 ou Sorbitana monooleato é um éster de sorbitana
amplamente usado em produtos alimenticios e farmacéuticos orais. Ambos sao
considerados tensoativos ndo idnicos e sdo listados na Farmacopéia USP/NF,
BP, EP, etc.,, como um excipiente farmacéutico aprovado para uso em

preparacgoes orais [EPIC, 2003].

Tween 80 e Span 80 sdo aprovados para o uso em produtos alimenticios
especificos e sao reconhecidos como seguros (GRAS). Sdo praticamente nao
irritantes possuindo uma toxicidade potencial muito baixa. A ingestdo diaria em
decigrama por quilograma de peso corpéreo, corresponde a um adulto pesando

70 kg consumindo cerca de 1,75mg de Tween 80 diariamente sem qualquer
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risco de toxicidade potencial. Tween 80 é aprovado para uso na Australia,
Brasil, China, RepuUblica Tcheca, Unido Européia, india, Japdo, Suica, USA e

muitos outros paises [EPIC, 2003].

Dodecilsulfato de sédio (SDS) é muito utilizado em aplicacdes tdpicas
apesar de poder causar irritacdo. Os danos a barreira causada pelo SDS in vivo
sdao menores quando o SDS for usado em combinagdao com outros tensoativos
capazes de reduzir sua concentracdo micelar critica (CMC) [BENASSI et al.,
2003].

3.7 Oleos essenciais

Os Oleos essenciais sdo liquidos volateis, mesclas de substancias
organicas odoriferas, refringentes, e formam-se num grande numero de
plantas como subprodutos do metabolismo secundario. Sao extraidos mediante
destilacdo por vapor de agua, extracdo pura e simples ou outras técnicas (por
pressao, por absorcao de gorduras em perfumaria, etc.) de plantas frescas ou
secas [ASHURST, 1990], onde se acumulam em certos tecidos no seio das
células, sob a epiderme dos pélos, das glandulas ou nos espacgos intracelulares
[CRAVEIRO, 1993]

O mercado internacional de Oleos essenciais é responsavel pela
movimentacao de US$1 bilhdo, dos quais 72% sdo adquiridos por empresas
dos EUA, Europa e Japao. A producdao mundial registrada em 1999 foi de 70
mil toneladas, onde a demanda por aromas naturais (80%) foi muito superior
aos artificiais (20%) [SINK & LABUDA, 1999].

A indlastria de compostos de aroma tornou-se elemento vital no
crescimento da industria de alimentos e bebidas [ASHURST, 1990]. Também
sao muito utilizados como fonte de fragrancias em perfumes e locdes, e sua
composicao quimica pode variar com a parte da planta de onde sdo extraidos,
a variedade, o solo e o clima. A maior parte dos dleos essenciais pode ser

representada como uma mistura complexa de compostos polares (alcoois,
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ésteres, cetonas, aldeidos, éteres, lactonas, etc.) e apolares (hidrocarbonetos)
[LAWRENCE, 1995].

O uso farmacéutico dos Oleos essenciais fundamenta-se nas suas
propriedades fisioldgicas incluindo perfume e sabor, efeito irritante sobre a

pele e as mucosas, suas propriedades desinfetantes e sua agao bactericida.

As esséncias de anis, de funcho, etc. (Oleum anisi, Oleum foeniculi) sdo
muitas vezes usadas como expectorantes, pois sao eliminadas pelos pulmoes e
desinfetam assim diretamente as vias respiratdrias. Sdo usadas também em
gargarejos, inalacdes e gotas nasais. A sua absorcao facilita os processos
digestivos; atuam como estomacais e expectorante. A maior parte das plantas
com esséncias sdao usadas como aromatizantes (chicéria, funcho, anis,
manjerona, tomilho, orégano). O efeito de irritar a pele é aproveitado através

de aplicagbes externas anti-reumatismo.

As esséncias naturais devem ser conservadas, bem como as plantas que
as contém, em recipientes bem fechados ao abrigo da luz, pois se oxidam
rapidamente a luz e ao ar, polimerizam-se, transformam-se em resinas e

perdem o odor e a agao que as caracterizam.
3.7.1 Oleo essencial de vetiver

O dleo essencial destilado das raizes do vetiver, uma graminea muito
utilizada com a funcdo de impedir a erosdo do solo, € uma mistura complexa
de alcoois (khusimol, epiglobulol, spathulenol, khusinol), sesquiterpenos (y -
cadeneno, cloveno, a- amorfeno, aromadendrino, junipeno), cetonas (a e B-
vetivona, khusimona) e hidrocarbonetos [DEMOLE, HOLZNER & YOUSSEFI,
1995]. Os constituintes variam de acordo com o lugar de origem. O dleo de
Java, por exemplo, pode conter 8-35% de cetonas (vetivonas), 45-65% de
vetivendis, vetivenil vetivenato, acido vetivénico, acido palmitico, benzdico e
vetiveno [ADAMS et al., 2003].

A alta solubilidade do 6leo de vetiver em Aalcool (1:3 partes de alcool

80%) e na maioria dos dleos facilita sua miscibilidade com os outros materiais
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utilizados na confeccao de perfumes, o que torna o 6leo bastante importante
como recurso na area de perfumaria, nao existindo nenhum substituto sintético
disponivel [MERCK,1996].

O ¢dleo de vetiver é o ingrediente principal em 36% de todos os
perfumes ocidentais de qualidade e em 20% de todas as fragrancias para
homens. O comércio mundial anual do dleo de vetiver é estimado ser ao redor
250 toneladas, com Haiti, Indonésia (Java), China, India, Brasil, Japao sendo
0os produtores principais, e EUA, Europa, india, e Japao os principais
consumidores [LAVANIA, 2002].
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais

Gelatina (tipo A, bovina, bloom 244, Leiner Davis, lote LF 21502/04,
conforme fornecido pelo fabricante, ponto isoelétrico caracteristico 7-9 [POPPE,
1997]), e os polissacarideos Pectina citrica (tipo 8002/R, Citrus Colloids, baixo
teor de metoxilagdo) e Goma-arabica (CNI-Rouen, France, ref. IRX49345)
foram usados como materiais formadores de parede. Oleo de vetiver comercial
(lote0210222, Dierberger Oleos Essenciais (Barra Bonita-SP-Brasil)), dleo
mineral (Nujol, Schering-Plough lote 303), e 6leo de améndoas (Prunus
amygdalus var. dulce, Bioessencia-Produtos Naturais Ltda, lote 0406291)

foram usados como material ativo encapsulado.
4.2 Outros reagentes

Glutaraldeido foi adquirido da Sigma (Sdo Paulo, SP, Brasil),
Transglutaminase Activa TG-S® (Interamericana Ind. E Com. Ltda, Sao Paulo,
SP, Brasil, atividade nominal 100U/g) foi cedida por Ajinomoto, marcador
Cloreto de Dansila (5-dimethylamin-1-naphthalenesulfonylicloride 99%-
Avocado Research Chemicals Ltda, Heysham, LA, England). Estearato de
metila P.A. foi adquirido da Merck (Sao Paulo, Brasil). Todos os solventes e os
demais reagentes foram de grau analitico e dgua deionizada foi usada em

todos os experimentos.
4.3 Caracterizacao dos materiais

Os materiais de parede foram caracterizados através da composicao
centesimal e em minerais [AOAC, 1990]. Os pesos moleculares foram
estimados por viscosidade intrinseca. A viscosidade das solucdes poliméricas e
dos dleos utilizados foi medida a 50°C, em viscosimetro digital Brookfield
(mod. LVTDVII, Brookfield Engineering Laboratories, INC, Stoughton, USA). O
spindle utilizado foi o de n°.00, e a velocidade foi de 30 rpm (solugdo 2,5%
(p/v) de pectina e os 6leos) e 60 rpm (solugdes 2,5% (p/v) de goma arabica e

gelatina).
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A densidade real do oleo a temperatura ambiente foi feita com
picndmetro (20mL) e a aparente foi relativa a 4gua na mesma temperatura. As
medidas de tensao interfacial entre os 6leos e a solucdo 2,5% p/v da gelatina
a 50°C - controlada por banho termostatico- e superficial entre os éleos e o ar
a 25°C foram feitas usando um tensiometro digital com anel (KSV instruments,
model Sigma 701).

4.3.1 Analise do éleo de vetiver

A composicdo do Oleo essencial de vetiver utilizado foi investigada
usando Cromatografia Gasosa/Espectrometria de massa (CG/MS) e
Cromatografia Gasosa (CG). Anadlises em CG/MS foram feitas em um
cromatdégrafo a gas Hewlett Packard-6890 acoplado a um detector seletivo de
massa Hewlett Packard HP 5973 (Hewlett Packard, Milan, Italy). Foi
empregada uma coluna HP-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um), fase ligada 5%-
fenil-95%-dimetilpolisiloxano e usando argbnio como gas carreador. O
programa de temperatura foi de 110°C-230°C, a 2°C/min. Temperaturas do
injetor e detector foram de 200°C e 300°C respectivamente. Injecao de 1 uL de

amostra, 100:1 split, fluxo do gas carreador = 1 mL/min a fluxo constante.

Andlises em CG/FID foram feitas usando cromatdgrafo Hewlett Packard-
6890 GC equipado com detectores de ionizagao de chama (FID). Uma coluna
capilar SA-5 (30m x 0,25mm x 0,25um, 5%-fenil-95%-dimetilpolisiloxano,
Sigma-Aldrich) foi usada com mesmo programa de temperatura descrito

acima.

Todas as andlises foram preparadas em &lcool etilico anidro. Indices de
retengcdo dos compostos foram calculados [KOVATS, 1965] pela injegdao nas
duas colunas de uma amostra contendo uma mistura de n-alcanos (C5-C22)
nas mesmas condicdes descritas acima. A tentativa de identificacdao dos
componentes do 6leo foi feita por comparacao de seus indices de retencdao bem
como seus padroes de fragmentacao de massa com os dados de espectros
publicados [ADAMS, 2001; WEYERSTAHL et al. 2000 a e b; ANDERSEN, 1970;
CAZAUSSUS et al., 1988].
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4.3.2 Obtencao do Composto Fluorescente — Dansilato de Khusimila
4.3.2.1 Extracdo do acido zizandico

A extracdo do acido zizandico contido no dleo de vetiver foi feita de
acordo com MARTINEZ et al. [2004] com modificacdes: o éleo de vetiver (159)
foi dissolvido em 40mL de diclorometano e extraido com aproximadamente
25mL de solucdo 1M de hidroxido de sédio. Este procedimento foi repetido
aproximadamente 4x, até que a fase aquosa mantivesse a cor. A fragao sollvel
em agua foi entdo acidificada a pH 3,0 com HCI (37%) e novamente reextraida
com 40 mL de diclorometano. Fez-se a adicao de sulfato de sddio anidro para
secagem da amostra e apds a filtracdo a amostra foi concentrada em

rotaevaporador.
4.3.2.2 Purificacdo do acido zizandico

O 4&cido zizandico extraido foi purificado por cromatografia em coluna
(50 x 2,5 cm) empacotada com silica gel (Merck, 70-230 mesh, 60/3\). A coluna
foi equilibrada com éter de petrdleo e eluida com a mistura de éter de petrdleo
e acetato de etila. Uma aliquota do extrato (5 mL) foi eluida e fragdes de 75mL
foram recolhidas. As trés primeiras fracdes foram isoladas com éter de
petrdleo puro (250 mL) e as demais fracdes (4-28) com éter petréleo:acetato
de etila (9,5:0,5). Todas as fracdes foram analisadas em CG e a identificacao
do acido feita sequndo MARTINEZ et al. [2004]. As fragdes com maior teor de

acido zizandico foram misturadas e concentradas.

Andlises em CG foi feita usando cromatégrafo Varian, modelo CP-3380,
equipado com detectores de ionizacao de chama (FID) e coluna capilar
Supelcowax 10 (polietileno glicol, Supelco Inc., Bellefonte, PA) (30m x 0,25mm
i.d x 0,25um espessura de filme). A injecdo de 1,0uL de amostra preparadas
em éter etilico (1:1) foi feita em split mode (1:50), e o programa de
temperatura de 50° a 200°C a 5°C/min. As temperaturas no injetor foram de
220°C e no detector, 250°C. Como gas de arraste foi usado N, com fluxo de
0,8 mL/min.
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4.3.2.3 Sintese do composto fluorescente
Etapa (I)- Obtencdo do alcool

O 4&cido zizandico foi reduzido a khusimol através da reagao de
substituicao com LiAlH, [PEREZ & GORDILLO, 2003]. Uma solugao de 280 nmol
de LiAlH, em 100 mL de THF seco foi adicionado, gota a gota a 70 nmol de
acido zizandico sob resfriamento. Ao final da adicdao, a temperatura foi trazida
a temperatura ambiente e agitacao foi mantida por 30 minutos adicionais. A
reacao foi interrompida pela adicao de 10 mL de HCI (10%) e 10 mL de agua.
A agitacao foi mantida por 1 hora. A mistura foi filtrada em filtro com celite,
colocada num funil de separacdo para retirar o excesso de agua, seca com

sulfato de sddio e concentrada em rotaevaporador.
Etapa (II)- Derivatizagao do alcool

O Khusimol obtido foi esterificado a dansilato de kusimila (khusimyl 5-
dimethylamino-1-naphtalenesulfonate (KD)). Cloreto de dansila em piridina
(1mmol/mL) foi adicionado em excesso ao alcool (2:1), para garantir que todo
o alcool presente fosse derivatizado apds 6 horas de reacdo a frio. A lavagem
para a extracdao da piridina foi feita com éter dietilico (2x /50 mL), HCI (10%)
(2x /50 mL) e solucdo saturada de sulfato de cobre até que a solugao deixasse
de mudar de cor. O material foi seco em rotaevaporador, transferido para um
frasco de vidro, protegido da luz e o solvente residual evaporado com gas

inerte. O material foi armazenado a -10°C.

As etapas do processo (Figura 15) foram acompanhadas por
cromatografia em camada delgada. As bandas foram eluidas com acetato de
etila e éter de petrdleo (2:8) e visualizadas em lampada UV (254 nm). Na
reacao de obtencdo do alcool, a revelacdo foi feita com permanganato de
potdssio, e a derivatizacdo do alcool foi acompanhada com azul de

bromocresol.

PRATA, A.S 77



MATERIAIS E METODOS

LitH 4 I
THF ( )
HO i Ac. zizandico ot Khusimol
Cl-Dansila/Piridina
o /15‘2
e
N\ AN
P 4 \ &ﬂm’“\ ef"‘f
18
\\ i Dansilato de khusimila
" H‘“‘z\/n\ \\23 (1)
Wi P

Figura 15. Etapas de producdo do KD (dansilato de kusimila) a partir do acido

zizandico.
Espectroscopia de Ressonancia Magnética de Protons 1H-RMN

O espectro do dansilato de khusimila foi medido em solugdes de
deuteriocloroféormio usando um espectrometro Brucker DPX200, AC250 e
DRX400, operando a 400 MHz e 100 MHz para RMN *H e !°C, respectivamente.

4.3.2.4 Preparacao do dleo fluorescente

O composto derivatizado, dansilato de kusimila- KD, foi adicionado ao
oleo essencial de vetiver antes da fabricacdo das capsulas. A quantidade de KD
adicionada na fabricacdo das microcapsulas foi escolhida em funcdo da
sensibilidade do equipamento de medida. Portanto, a proporgao de KD:Oleo

vetiver usada foi de aproximadamente 1:100.
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4.4 Estudo do processo de formacao
4.4.1 Influéncia da estequiometria entre os polimeros

As misturas entre os diferentes sistemas Goma Arabica-Gelatina
(GA:GE) e Pectina- Gelatina (PE:GE) foram observadas em funcao da turbidez.
O sistema polimérico foi mantido em becker encamisado para controle da
temperatura (45 + 5°C) e agitado magneticamente. O eletrodo para medida de
pH foi introduzido e apds alguns minutos de agitacao foram feitas as titulagdes
e leituras em espectrofotometro a 590nm. As dispersdes foram tituladas com

solugdes acidas de HCI ou alcalinas NaOH até atingir o pH desejado.

O ensaio foi realizado de acordo com ANTONOV & ZUBOVA (2001), com
algumas modificacdes. A mistura dos polimeros foi feita volumetricamente com
volume final de 40 mL em diferentes proporgdes, que variaram entre
1:0,1:1,1:3,1:4,0:1,4:1 de proteina para o polissacarideo. A quantidade de
polimero total foi fixada em 2,5% (p/v) para o par GA:GE e 2% (p/v) para o
par PE:GE.

4.4.1.1 Potencial zeta

Os pares poliméricos foram investigados em relacdo a carga de
superficie. Goma arabica e gelatina foram previamente solubilizadas (2,5%
p/p), mantidas sob aquecimento (50°C) durante todo o experimento e
misturadas nas proporgdes 1:3, 1:1 e 3:1 (GA:GE). Agua deionizada foi
acidificada (HCI (1N)) ou alcalinizada (NaOH (1N)) em béqueres (50 mL), para
atingir pHs de 3 a 7. As misturas de biopolimeros foram diluidas na agua
deionizada, no pH de leitura, a 50°C, até a faixa de deteccao do equipamento.
Todo este processo de leitura foi bastante rapido para evitar geleificacdo e
influéncia na leitura devido ao esfriamento da solugao na linha. O equipamento

usado foi o modelo Malvern Zetamaster (Malvern Instruments Ltda).

O potencial zeta nas emulsdes foi medido nas etapas do processo de

formacdo das particulas, ou seja, na homogeneizacao do éleo com agua, com a

PRATA, A.S 79



MATERIAIS E METODOS

gelatina (2,5%p/p, 50°C), apds a adicdo da goma arabica (2,5%p/p) na
temperatura e pH de coacervacao.

4.4.2 Influéncia do tipo de éleo

Os oleos de diferentes fontes (mineral, vegetal e essencial) foram
encapsulados. A coacervacao foi feita em etapas, todas a 50°C, pela
emulsificacdo do 6leo na gelatina e pela coacervagao pela adicao da goma
arabica a pH 4,0. As etapas foram acompanhadas pela medida do potencial
zeta das particulas formadas. A emulsificacdo em agua foi realizada no pH da
solucdo de gelatina, porém a gota ndao permaneceu estavel o suficiente para

produzir condicdes confidveis de medidas.
4.4.2.1 Caracterizacdo do tamanho da emulsao

A estimativa do tamanho médio da emulsao entre a gelatina e a goma
arabica foi feita imediatamente apds prepara-la, nas condigdes de produgado de
capsulas adotadas. A técnica usada foi andlise de imagem obtidas por
microscopia o6tica. As imagens foram captadas em microscépio 6ptico (Jenaval,
Carl Zeiss, Germany)- com objetiva de 12,5x e optovar 0,8x, sem projetiva,
acoplado a camara (Hitachi 45-752, Tokyo, Japan) e ligado a um computador
equipado com software Global Lab Image A quantificagao do tamanho foi feita

através do software livre Scion (www.scioncorp.com). O niumero minimo para

contagem foi estipulado em 200 particulas. As laminas foram cuidadosamente
preparadas e os campos de contagem foram aleatoriamente distribuidos de

modo a varrer toda a lamina.
4.4.3 Influéncia da formacao dos complexos na microencapsulacao

A avaliacdo da influéncia da ordem de insercao do 6leo no processo de
coacervacao complexa foi avaliada pela producao de microparticulas sem a
prévia emulsificacdo do 6leo na solucdo de gelatina. O éleo foi adicionado a
mistura estequiométrica de GA:GE antes do ajuste do pH da solucdo ao pH de
coacervacao e apdés a mistura ja estar coacervada, como ilustrado no

fluxograma abaixo (Figura 16).
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Gelatina Goma arabica
(2.5%psp, 50°0) (2.5%p/p, 50°0)
! |
He -

e fleo &m Agua
| (1:2BF), 50°C
14000rpm 1min
Gleo em agua |
(1:2BP), 50°C
14000rpm 1min pH4.0

Figura 16. Fluxograma de ensaio da ordem de insercdao do 6leo sem prévia

emulsificacdao (BP=biopolimero).
4.5 Microencapsulacao

A producdo de microcapsulas por coacervagao complexa foi feita de
acordo com a metodologia descrita em LAMPRECHT, SCHAFER & LEHR [2001].
A producdo de microparticulas incluiu as seguintes etapas: (I) Emulsificacdo de
2,5 g do recheio em 100mL de solugdo de gelatina (2,5% (p/v)) a 50°C, 14000
rom por 1 minuto (Ultra turrax, Janke and Kunkel, IKA-Werk, Staufen,
Germany) seguido da incorporacao a 100 mL de solugdo de goma arabica
(2,5% (p/v)) também a 50°C. (II) Reducao lenta do pH da solucao para o pH
de coacervacao do par polimérico (pH 4,0). (III) Resfriamento lento gradual do
sistema de 40 a 10 °C - 3horas. O sistema de aquecimento foi desligado para
permitir o abaixamento da temperatura a 25 °C e banho de gelo foi usado para
abaixar a temperatura do sistema a 10°C. As solucdes foram preparadas com
agua deionizada e a agitacdo magnética foi mantida durante todo o processo

de formacgao das particulas.
4.5.1 Caracterizacao do processo

O rendimento do processo de microencapsulacdo foi calculado através
do peso das fases obtidas, apds o repouso minimo de 12 horas em geladeira a
4°C. ApOs a coacervacao, as capsulas produzidas e precipitadas, e apds o
repouso, centrifugadas em baixa velocidade (5000 rpm/ 5 min - Damon/ IEC

HN-S Centrifuge) para acelerar o processo de compactacdo, separadas e
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pesadas. O contelido de umidade das microparticulas foi determinado
gravimetricamente [AOAC, 1990]. No caso de particulas contendo éleo
essencial, a temperatura de secagem foi de 60°C. A eficiéncia do processo de
microencapsulacao foi calculada como porcentagem de material seco
precipitado em relacdo a massa seca inicial (massa dos polimeros em base

seca + o recheio oleoso utilizado).
4.5.2 Eficiéncia da Encapsulacao
4.5.2.1 Eficiéncia de encapsulacdo do dleo fluorescente

A eficiéncia de encapsulacdo (EE) do 6leo fluorescente (OF) foi
determinada através da quantificacdo do KD presente nas microcapsulas em
relacdo a quantidade original utilizada para a producdao das particulas e
expressas percentualmente. A parede da microparticula foi rompida por agao
enzimatica da alcalase (NOVOZYMES 2.4L, PLN 05209, 04/09/2003, 0,1% (10
mL/0,3 g microcapsula), pH 8,0 com NaOH 1N). Apds aproximadamente 3
horas de incubacao a 37°C foi adicionado diclorometano para extrair o OF. O
solvente organico foi filtrado a vacuo e completamente evaporado. O conteludo
do baldo foi redissolvido em alcool, transferido para um baldo volumétrico e

medido nas condicdes da curva analitica.
4.5.2.2 Eficiéncia de encapsulacdo dos dleos

A quantidade de 6leo encapsulado foi determinada gravimetricamente.
Aproximadamente 3 g de microcapsulas Umidas foram secas em estufa a
105°C durante a noite. A massa seca foi triturada em almofariz na presenca de
diclorometano, e transferidas para tubos de 50 mL com tampa. Apds agitagao
vigorosa o solvente foi extraido com o auxilio de uma pipeta Pasteur e sulfato
de sdédio foi adicionado para a remover a agua presente. O solvente organico
foi filtrado a vacuo num baldo pesado e completamente evaporado. A eficiéncia
de encapsulacdo foi definida como a quantidade de dleo recuperada por grama

de capsula em relagcdo ao dleo inicialmente inserido.
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(goleo !/ g particula) x particulas produzidas (g)
X

%EE = 100 Equacao 9

Oleo inicial(g)

4.5.3 Influéncia das variaveis de processo

Foi realizado um planejamento experimental fatorial fracionado para a
formacao de particulas por coacervacdo complexa a partir dos sistemas
poliméricos GA:GE e PE:GE. A varredura das variaveis foi realizada com o6leo
de améndoas e apenas a otimizacdo com o oleo essencial de vetiver. As
imagens das particulas obtidas em todos os pontos do ensaio experimental
foram captadas. As particulas finais ndo sofreram tratamento de reticulacdo
nem secagem. As particulas foram produzidas de acordo com o item 4.5. A
eficiéncia de encapsulacdo foi realizada utilizando o método gravimétrico

descrito no item 4.5.2.2, e o rendimento realizado de acordo com o item 4.5.1.
4.5.3.1 Planejamento experimental: Varredura dos fatores do processo GA:GE

A primeira matriz consistiu numa varredura de sete fatores

experimentais, Tabela 6.

Tabela 6. Parametros estudados na etapa de screening do sistema GE:GA para

o 0leo de améndoas (Planejamento Fatorial Fracionario)

Parametros estudados Niveis
-1 1
Tempo de homogeneizacao da emulsao X1 1 min 4min
Velocidade de homogeneizacao da emulsao X2 10000rpm 18000rpm
Temperatura de solucao polimérica X3 40 °C 60°C
pH de coacervacao X4 4 5
Concentragao de polimero total X5 2,5% 5%
Proporcao entre polimeros (Ge:Ga) X6 1:2 2:1
Quantidade de ativo X7 1,25¢ 3,758

A selecdao dos valores reais das variaveis foi feita cuidadosamente
levando-se em conta a viabilidade de trabalho quando estudadas em faixas
mais amplas. Um planejamento experimental fatorial (2*", onde k é o nimero
de variaveis e r, o fator saturacdo) foi escolhido. Os sete fatores codificados
foram investigados em um planejamento experimental 273, com quatro

repeticbes no ponto central. Apenas 20 experimentos foram necessarios para
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estimar os efeitos principais e as interacbes de primeira ordem entre os
parametros estudados no rendimento do processo. Os experimentos foram

realizados de forma aleatéria.
4.5.3.2 Otimizacao da Eficiéncia de Encapsulacdo e do Rendimento

Partindo das informacgdes obtidas com o planejamento fatorial fracionado
que definiu os principais fatores, uma metodologia de superficie de resposta foi
usada. O planejamento completo baseou-se nos principais fatores: velocidade
de homogeneizacdo, temperatura, proporcao entre os polimeros e quantidade
de recheio (Tabela 7). Este planejamento forneceu coeficientes de ajustes que
geraram um modelo polinomial de segunda ordem. A equacao do modelo para
a eficiéncia de encapsulacao (Y2) incluindo termos quadraticos e de interacao

de cada variavel controlada foi da seguinte forma:

Y2 :ﬂo +ﬂ1X1 +'“+ﬁan +ﬂ11X12 +'“+ﬁ an +ﬁlnX1Xn ’

nn

Onde n é o numero de variaveis estudadas e B o coeficiente fornecido

pelo modelo.

A validade do modelo foi verificada por testes estatisticos classicos
[BARROS, SCARMINIO & BRUNS, 1995] e por analise de variancia (ANOVA). As
influéncias relativas de alguns parametros do processo de coacervacdo no
rendimento (%R) e na eficiéncia de encapsulacdo do dleo de vetiver (%EE)

foram determinados.

Tabela 7. Variaveis e niveis no planejamento completo para o 6leo de vetiver.

2 1 0 1 2
X2(rpm) 6000 10000 14000 18000 22000
X3 (°C) 30 40 50 60 70
X6 (GE:GA) 1:3 1:2 1:1 2:1 31
X7(g) 0 2,5 5 7,5 10

4.5.3.3 Planejamento Experimental- varredura dos fatores do processo PE:GE

Os valores reais e os niveis codificados sdo apresentados na Tabela 8.

Os fatores codificados foram investigados em um planejamento experimental
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2°2, com trés repeticdes no ponto central. As varidveis foram selecionadas
com base no planejamento experimental feito para o sistema GA:GE, o qual
descartou a velocidade de homogeneizacdo e o tempo de homogeneizagao
como variaveis relevantes para analise do rendimento. Os pHs de estudo foram
selecionados baseados no estudo de turbidez dos pares poliméricos, item
4.4.1.

Tabela 8. Parametros estudados na etapa de screening do sistema GE:PE para

o 0leo de améndoas (Planejamento Fatorial Fracionario)

Parametros estudados Niveis
-1 1
Temperatura de solucao polimérica X1 40 °C 60°C
pH de coacervacao X2 3 4
Concentracao de polimero total X3 1% 5%
Proporcao entre polimeros (Ge:Pe) X4 1:2 2:1
Quantidade de ativo X5 1g 2,58

4.5.3.4 Otimizacdao do Rendimento

No sistema gelatina-pectina, para o d6leo de vetiver, foram avaliadas
apenas a proporcao entre os polimeros, visto que a concentragdao de polimero
total presente no sistema ndao pode ser alterada para grandes concentragoes e
foi mantida a 1,5% de polimero total. As demais varidveis nao estudadas
foram fixadas nos pontos centrais do experimento feito com o dleo de
améndoas (Tabela 9). A eficiéncia de encapsulacdo das particulas formadas

nao foi avaliada para este sistema.

Tabela 9. Variaveis e niveis no planejamento fatorial do sistema GE:PE para o

oleo de vetiver.

-1,41 -1 (1) 1 1,41
X4(GE:PE) | 1:0,8 1:1 1:1,5 1:2 1:2,21
X2 2,8 3 3,5 4 4,21
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4.5.4 Tratamento das particulas
4.5.4.1 Reticulacdo
Quimica

Foi utilizada uma relacdo de 1 mM glutaraldeido / g proteina em agua
deionizada a partir de uma solucao de glutaraldeido (25% vol). A reacao de
crosslinking foi realizada a 25°C durante 15 horas. As microcapsulas
insolubilizadas foram lavadas trés vezes em agua destilada e guardadas em

agua.
Enzimatica

A enzima transglutaminase (Ajinomoto, 100 U/g de atividade) foi
adicionada as microcapsulas prontas na proporgao 1:4 enzima:microcapsulas
para produzir uma relagdao de 20 U/g de proteina. A reagao foi realizada a 25°C

durante 15 horas sob agitacdo constante.
4.5.4.2 Secagem das particulas

A secagem das particulas foi feita em liofilizador (Virtis Freezemobile 25;
Virtis, Gardiner, NY, USA). A sublimagcao, com pressao de 200 mTorr, foi
iniciada a -45°C e a temperatura final regulada a 25°C. Antes da liofilizacao, as
particulas coacervadas foram lentamente congeladas em freezer a -10°C. O
congelamento de parte das particulas foi também feito rapidamente com
nitrogénio liquido, antes da liofilizacdo. A secagem utilizando a técnica de
fluido supercritico foi realizada pela troca gradual da agua pelo etanol anidro.
O etanol foi removido pelo uso de didxido de carbono em condigdes
supercriticas, ou seja, 35°C e 72,8 atm, através de um equipamento

apropriado.
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4.5.5 Caracterizacao das particulas formadas
4.5.5.1 Microscopia dtica e eletrénica de varredura

A morfologia das microcapsulas Umidas foi observada pelo microscoépio
otico NIKON (Eclipse E800, Tokyo, Japan), utilizando-se objetivas de 10x e

20x. A captacao de imagens foi realizada pelo software Image Pro Plus 4.0.

Particulas secas foram observadas em microscopio eletronico de
varredura (SEM) (Jeol mod. JMS-T300, Japan) com aceleracdo de voltagem de
10 kV. As amostras foram fixadas em stubs de aluminio com uma fita dupla
face e cobertas com uma fina camada de ouro em evaporador Baltzer (Baltec
SCD50, Liechtenstein, Austria), 40 mA/150 s.

4.5.5.2 Microscopia de Varredura Laser Confocal (CLSM)

A distribuicao do composto fluorescente foi verificada em microscépio de
Varredura Laser Confocal Olympus LSM - Fluoview versao 3.2.5 (Olympus,
Tokyo, Japan) a 440 nm de excitagdao. A leitura foi feita na meia altura da

microparticula.
4.5.5.3 Tamanho médio e distribuicdo do tamanho de particulas

O tamanho médio e a distribuicdo de tamanho das microcapsulas
Umidas suspensas em agua destilada foram inicialmente determinados por
difracdao de luz laser usando um Analisador Mastersizer S (MAM 5005, Malvern,
Germany) com unidade de dispersao Sample Suspension Unit. Cada valor
resultou de uma determinacdo, ao minimo, em triplicata. A quantidade de
amostras utilizadas foi ajustada a um nivel adequado de refracdao para a

deteccao do equipamento.

A técnica da analise de imagem obtida por microscopia 6tica foi usada
para determinar o tamanho médio e a distribuicdo de tamanho das
microcapsulas, nos diferentes meios de liberacao e das gotas da emulsdo entre

a proteina e os diferentes 6leos. As imagens das amostras secas suspensas em
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glicerina, Umidas suspensas em agua e ambas suspensas nos diferentes meios
de liberacao usados foram captadas em computador equipado com software
Global Lab Image, apés 1 hora em microscopio éptico (Jenaval, Carl Zeiss,
Germany) com objetiva de 12,5x e optovar 0,8x, sem projetiva, acoplado a
camara (Hitachi 45-752, Tokyo, Japan). A quantificacdo do tamanho foi feita

através do software livre Scion (www.scioncorp.com). O niumero minimo para

contagem utilizado foi de 150 particulas. As laminas foram cuidadosamente
preparadas e os campos de contagem foram aleatoriamente distribuidos de
modo a varrer toda a lamina. Particulas visivelmente aglomeradas foram

excluidas da quantificacdo.
4.5.5.4 Densidade dos pds

A densidade global (bulk) foi determinada colocando-se delicadamente
os pés em uma proveta volumétrica ocupando um volume total de 10 mL. A
densidade do arranjo compacto (tap) foi obtida pela compactacdo das capsulas
no cilindro, através de batidas no fundo da proveta, até volume constante de
10mL. A compressibilidade pode ser determinada pela relacao entre as
densidades medidas [VLACHOU et al. 2001]:

compressibilidade(%) = I:l - (MH. 100

densidade tap

4.5.5.5 Capacidade de entumescimento

Inicialmente, o] inchamento das capsulas foi verificado
gravimetricamente. Aproximadamente 0,15 g da particula seca foi inserida em
5 mL do meio de liberacdo correspondente a 25°C (dgua, tween 2%, SDS5% e
alcool). Apods 1lhora, as amostras foram totalmente coletadas, rapidamente
fitradas em papel filtro de 4 cm de diametro previamente pesado, para
remover o excesso de agua, e o conjunto foi pesado. O grau de inchamento foi
calculado como massa de particulas Umidas apés 1 h menos a massa da
particula seca inicialmente pesada em relacdo a amostra seca. O peso do papel

filtro molhado foi descontado do peso das capsulas Umidas. As medidas foram
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realizadas em triplicata. Imagens das amostras apés 1, 5 e 24 h em contato
com o meio foram captadas em microscopio 6ptico e analisadas. O grau de
inchamento foi também avaliado pela observacao da alteracdao do diametro

médio das particulas secas e Umidas apds insercdo nos meios de liberagao.
4.6 Estudo da liberacao
4.6.1 Modificacdao do meio

Varios meios foram usados para se realizar a liberacdo. O meio ideal
adotado para analisar o comportamento do composto fluorescente foi o alcool.
Além disso, a polaridade foi alterada pela adicao de dois tensoativos em meio

aquoso (Tween80 e SDS) selecionado com base no HLB.

4.6.2 Estudo da solubilidade do 6leo e do composto fluorescente no

meio de liberacao

A titulacao cloud point foi usada para estimar a solubilidade do dleo de
vetiver nos meios de liberacdao. Diferentes concentracdes de dleo e alcool
absoluto foram titulados com agua deionizada, a 25°C, sob agitacdo forte e
constante. Apds o aparecimento da turbidez, as amostras foram mantidas em
agitacdo para atingir o equilibrio. A solubilidade foi determinada visualmente
pela manutencdo da aparéncia limpida da solugdo. Sistemas claros foram
designados como sistemas solluveis. A solubilidade do dleo de vetiver em
solucdo alcodlica foi avaliada através da construcao de um diagrama de fases

agua/dleo/etanol considerando relagdes de massa entre os componentes.

A partir do mesmo procedimento, diagramas SDS/agua/dleo de vetiver e
Tween80/agua/dleo de vetiver foram construidos e serviram como base para

adotar as concentragoes de liberacao para cada tensoativo.

A solubilidade de KD em etanol absoluto foi medida através da
guantidade solubilizada de KD em etanol anidro no ponto de supersaturacao
com a presenca de cristais de KD em volume conhecido do solvente (1 mL de

alcool etilico anidro) de acordo com a metodologia descrita por LARSEN et al.
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[2002]. Os coeficientes de particdo dos componentes do dleo essencial de
vetiver e do KD foram calculados usando o software “ACD/logP calculator”
desenvolvido por ACD (Advanced Chemistry Development Inc.) e distribuido
por ChemCAD. O software reproduz a particdo entre dgua e octanol, método

classico usado para determinacao de coeficientes de particao.
4.6.3 Curva analitica
4.6.3.1 Componentes do dleo de vetiver

Para a quantificacdo dos 12 compostos de aroma selecionados no éleo
de vetiver, cinco diferentes concentragcées do 6leo (100, 120, 160, 200, 500
mg/mL) em alcool etilico anidro, contendo um padrdo interno (estearato de
metila, 1mg/mL), foram analisadas por CG/FID. Relagdes de area
composto/padrao interno e de concentragcao composto/padrao interno foram
utilizadas para a construcdo de curvas analiticas para cada um dos compostos
de interesse. A determinacdo da concentracdao de cada composto no dleo de
vetiver foi feita conhecendo-se a quantidade de vetiver e a média da
porcentagem de drea nas diferentes concentragdes que geraram a curva
analitica para cada composto estudado. As curvas analiticas permitiram a
determinacao de um fator de resposta especifico para cada composto, sendo o
fator utilizado nas quantificacdes [DEBBRECHT, 1995]. Todas as analises foram

feitas em triplicata.
4.6.3.2 Composto fluorescente

Para cada meio de liberagdo, foi construida uma curva de calibragdo com
o khusimol marcado a um comprimento de onda de excitacdo e emissao
especificas para cada meio. Em alcool (333/517nm; R* = 0,9997, y = 3,0.10%x
+ 30,094), em SDS (330/520 nm; 5%-R* = 0,9999, y = 3,0.10%x + 117,11) e
em Tween 80 (340/540 nm; 2%-R?> = 0,9983, y = 3,0.10% x + 431,74). Os
meios usados consistiram de solucdes 2% de Tween80 e 5% de SDS, em agua

deionizada.
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A sensibilidade do equipamento determinou a quantidade de KD a ser
inserido no 6leo e o volume de liberacao a ser utilizado de forma que a leitura

da aliquota liberada estivesse contida na curva de calibragao.

As medidas de intensidade relativa de fluorescéncia (R.F.I.) foram
realizadas em um espectrofluorimetro Hitachi (Mod. 7500, Tokyo, Japan),
equipado com uma lampada de xenbnio (150 W) e célula de quartzo de
1x1cm. O controle e a aquisicao de dados instrumentais foram obtidos usando
o software comercialmente disponivel da Hitachi, FL-solutions P/N: 2514070-
03.

4.6.4 Liberacao "in vitro”
4.6.4.1 Liberacao a partir de microparticulas com dleo fluorescente

A taxa de liberacao do OF das microparticulas foi determinada pela
adicdo de uma massa de particulas Umidas pesada balanca analitica com 4
casas decimais (1 g) e secas (0,5 g) em 300 mL do meio correspondente. As
amostras foram colocadas em um suporte cilindrico com paredes em ago inox
e com uma area de 220 cm? em tela (25 pm). O suporte foi ajustado a um
béquer de 400 mL e fixado em um Banho Dubnoff (Marconi, Campinas, Brazil)
(Figura 17). Os béqueres foram cobertos e a agitacao e temperatura (25 °C)

foram mantidas constantes durante o experimento.

Aliquotas de 5 mL foram retiradas do béquer a 15, 30, 45, 60, 120, 180,
240, 300 minutos, com reposicdo de solvente. Amostras apdés 24 h de
experimento também foram analisadas. O experimento foi realizado em
triplicata. As curvas de liberacao foram expressas como porcentagem liberada
do KD (M) em relacao a quantidade inicial (M,,) deste composto presente na
massa de capsulas utilizada versus o tempo, em minutos. A quantidade inicial
de KD (t=0) foi corrigida pela eficiéncia de encapsulacdo do KD determinada
nas particulas. A fluorescéncia do odleo e do solvente foi checada no

comprimento de onda de leitura.
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Di=5cm

Figura 17. Sistema de liberagdo elaborado para o estudo com microcapsulas

contendo OF.
Calculo do coeficiente de difusao

Uma difusdo fickiana bidimensional a partir de microparticulas (sistema
monolitico) formuladas por coacervacao complexa pode ser expressa, para

tempos iniciais, por:

3Dt

0,5
M El
! :6(ﬂj —=-com para Mt/Mex < 0,7

M

0 7Z7"2 r

E para grandes valores de tempo, por:

2
M, a com 0,7 < Mt/Mw < 1,0

Onde, D é o coeficiente de difusdo especifico, Mt é a massa de soluto
liberada no tempo t e Mx , a massa de soluto liberada quando se atinge o
equilibrio. As equagdes acima sao validas quando se adota como hipdtese que
ndo haja contribuicdo convectiva, que as dimensdes da particula permanecem

constantes sem que haja inchamento ou quebras e que as condicoes
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experimentais satisfazem a condicdo de ndo saturacao do meio (condicoes

muito diluidas).
4.6.4.2 Liberacdo a partir de microparticulas com dleo de vetiver

Amostras de microparticulas contendo 6leo de vetiver foram pesadas
(1 g) e colocadas em tubos de ensaio rosqueados contendo 5mL de alcool
etilico anidro. Para cada tempo foram preparadas trés replicagdes. Os tubos
foram mantidos sob agitacao rotativa a temperatura ambiente durante todo o
periodo de duracdo do experimento. O experimento foi efetuado sem reposicao
do solvente e cada tubo correspondente a 15, 45, 60, 180, 300 minutos, foi
amostrado e descartado. Padrdo interno (1 mg/mL) foi adicionado e aliquotas
(1pL) de cada replicagcao foram analisadas cromatograficamente. As
quantidades liberadas foram calculadas considerando-se a quantidade
determinada em cada tempo (em triplicatas independentes) em relacao a
quantidade do composto inicial no 6leo de vetiver presente na quantidade de

particulas utilizadas para cada tubo.
4.7 Analise estatistica

Os planejamentos experimentais usados para o estudo das varidveis do
processo foram analisados pela ANOVA e os graficos foram gerados pelo
Statistic (7,0, USA). Os testes de comparacao de médias no trabalho foram

feitos pelo método t-Student a 95% de confianga.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Influéncia da estequiometria entre os polimeros

A Tabela 10 apresenta a caracterizacao dos biopolimeros utilizados na
preparacao dos coacervados em relacao ao teor de proteinas e polissacarideos,

cinzas, lipideos e umidade.

Tabela 10. Composicdo dos biopolimeros.

Polimero  Proteina (%) Umidade (%) Cinzas Lipideos Carboidratos pH em
(%) (%) (%)* solucao
(2,5% p/p)
GE 86,1+0,9 12,05+0,06 0,90+0,05 - 0,98 5,4
GA 1,98 + 0,02 13+1 3,28+0,01 0,16+0,03 81,74 4.4
PE - 14,5 +0,1 1,77+0,03 0,32+0,03 83,37 4,5

* Determinado pela diferenca centesimal. GE:Gelatina; GA:Goma Arabica; PE:Pectina

As proteinas contribuem para formacdo de emulsdo e para a estabilidade
das gotas formadas, os polissacarideos por sua vez estdao presentes como
agentes espessantes e agentes retentores de agua . No entanto, a presencga da
fracdo protéica na goma arabica é responsavel por sua atividade emulsificante,
o0 que auxilia na estabilizagdo das gotas coacervadas. Ela se distingue de
muitos polissacarideos por apresentar baixa viscosidade em concentracdes
consideradas altas. A pectina, no entanto, € muito utilizada na industria de
alimentos por apresentar alta capacidade gelificante mesmo a baixas
concentracdes. No entanto, a alta viscosidade da solucao pode prejudicar a
formacdo dos complexos por reduzir o contato entre as moléculas e a

velocidade de sedimentacdao dos complexos formados.

A relacdo entre a proteina e o polissacarideo na formagdo do complexo
deve-se, entre outras variaveis, aos grupos laterais carregados que permitirao
a interacdo entre eles. A gelatina é um polimero biodegradavel e biocompativel
e carrega tanto grupos amina quanto carboxilicos (zwitteridnico) [TSUNG &

BURGESS, 1997]. A goma arabica é um carboidrato que possui grupos
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carboxilicos e por isso é negativamente carregada, exceto em pHs baixos onde
a dissociacdo destes grupos € suprimida [BURGESS & CARLESS, 1984].

A premissa da formacao de coacervados é que sejam complexos
insoluveis, e a velocidade de sedimentacdo parece estar envolvida neste
processo. Se a velocidade de estruturacao dos complexos é baixa, o solvente
tem a chance de entrar na estrutura formada hidratando os polimeros e
competindo por sitios de ligacdo. A interacdo dos biopolimeros em condicoes
que favoregam o aparecimento de cargas opostas provoca a formagdo de
complexos insollveis. Porém, a textura global e estabilidade dos coacervados
dependem ndo somente das propriedades individuais destes biopolimeros, mas
também da natureza e da forca de suas interacdes [DICKINSON & CLEMENTS,
1996].

A caracterizacdo dos materiais poliméricos estudados pode fornecer
dados relevantes sobre a probabilidade de interacdo. OVERBEEK & VOORN
[1957], no desenvolvimento de uma teoria para a coacervagao complexa entre
a gelatina e a goma arabica, identificaram que a densidade de cargas e / ou a
massa molecular dos biopolimeros deve ser suficientemente alta para que a

coacervacdo complexa possa ocorrer.

A viscosidade intrinseca foi medida como sendo 57 mL/g para a gelatina,
210 mL/g para a pectina e 12 mL/g para a goma arabica. Os valores de massa
molecular encontrados na literatura, compativeis aos valores de viscosidade
intrinseca encontrados, foram 100KDa, para a gelatina [CARVALHO, 2002],
69KDa, para a pectina [MUKAI-CORREA, 2003] e 350KDa, para a goma arabica
[conforme fabricante]. A compatibilidade termodindmica entre os biopolimeros
pode ser predita através do parametro de interagao de Flory Huggins (x23), que
€ inversamente proporcional a massa molecular. Assim, quanto maior a massa
molecular, a probabilidade de haver uma separagdao de fases do sistema,

aumenta [FRUGIER, 1991]. Existe, no entanto, uma faixa de alta massa
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molecular em que, em vez da coacervagao, ocorre precipitacdo devido as

forcas de interacao entre os polimeros.

O numero de ions presentes na mistura dos biopolimeros é um
parametro importante por interferir na carga livre do sistema e poder alterar
significativamente a formagao do complexo [BURGESS & CARLESS, 1985].
TAINAKA [1980] observou que o aumento no numero de contra-ions
acompanhado de um aumento de assimetria das cargas dos polimeros,
suprime a coacervacao, reduzindo a diferenca entre as fases formadas. Existe
uma faixa em que a quantidade de ions pode suprimir a coacervagao, e
embora a forca idnica ndo tenha sido estudada, os materiais utilizados e os
sistemas foram sempre constantes e a quantificacdo de ions iniciais foi
determinada a partir da quantificacdo de micronutrientes, apresentada na
Tabela 11. Esta quantificacdo foi feita apenas para se ter uma idéia da carga

idnica natural presente em solugao.

Tabela 11. Composicdo em minerais dos biopolimeros.

mg/100g* Gelatina A Pectina Goma Arabica
Calcio 139+ 3 44,4 + 0,4 545 + 8
Cobre <0,025 0,039 +0,003 0,115 +0,002
Ferro 0,82 +£0,03 3,05+ 0,09 0,43 +£0,01
Potassio 56+0,2 25,7 +1,2 588 + 8
Magnésio 21,3+0,1 7,7+0,1 74 +1
Manganés 0,041 + 0,001 0,018 + 0,001 0,526 + 0,005
Sddio 227 + 1 470 + 6 0,1+1
Zinco 0,027 +0,004 0,11+0,01 <0,025

*Determinacao em triplicata + desvio padrao

Inicialmente, foram construidos diagramas de fases para estudar o
comportamento dos pares poliméricos. A quantificagdo dos componentes
presentes nas fases formadas (proteina, polissacarideo e agua) foi inviabilizada
pela limitagdo dos métodos adotados. No sobrenadante, a quantidade de
polimeros era muito baixa para se utilizar o método de determinacdo de
aclcares, que mostrou alta variabilidade. A determinacdo de proteina foi

prejudicada pela interferéncia dos polissacarideos no método de quantificagao,
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conforme descrito no Apéndice Al. Considerando tais limitacdes, optou-se pelo

meétodo turbidimétrico.

KHOH & TUCKER [1988] investigaram a coacervacao complexa entre a
gelatina e carboximetilcelulose por anadlise das fases e rendimento em
coacervados e observaram concordancia entre os perfis de rendimento em
coacervado e o ensaio de turbidez. A mesma concordancia foi obtida por
THIMMA & TAMMISHETTI [2003] ao encapsularem oleo de cravo e

sulfametoxazol em coacervados de carboximetilcelulose-goma guar e gelatina.

A dependéncia com o pH das misturas de goma-arabica e gelatina e
pectina e gelatina (Figura 18 a 20) consegue expressar a tendéncia a
coacervacao dos pares poliméricos antes da insercao do 6leo e dos demais
parametros envolvidos no processo de microencapsulacdo. A variacdao das
proporcdes entre os polimeros equivale aos eixos correspondentes a um
diagrama ternario. O método permite avaliar a intensidade de interacdo entre
os biopolimeros, analisando-os em conjunto pela variagdo do pH. A vantagem
do método é a rdapida estimativa da faixa de separacao de fases e a
determinacao do pH étimo de interacdo, ja que o processo termodindmico de
separacdo de fases é caracterizado pela turbidez, onde o aumento da turbidez
€ um indicativo de maior interacao polimérica [THIES, 1995]. No entanto,
apresenta a exigéncia de se trabalhar com sistemas diluidos, o que para este
caso, especificamente, ndo foi um problema, ja& que a produgdao de

microcapsulas por coacervagao complexa requer a mesma consideracao.

Na Figura 18, é apresentada a mudanca na absorbancia das misturas de
gelatina e goma arabica em diferentes proporcdes com diferentes pHs. Todas
as curvas obtidas estao apresentadas, inclusive as curvas de titulagdo dos
biopolimeros individuais, que como esperado, ndo apresentaram resposta
frente as variacbes de pH e a intensidade de absorbancia, na mesma

concentracao que os pares poliméricos estudados (2,5% p/v).
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Em todas as proporcdes de polimeros uma faixa limitada de pH favorece
a formacdo de complexos para concentracdo total de biopolimeros fixa em
2,5% p/v. As mudancas mais significativas na turbidez podem ser visualizadas
qguando se analisa a Figura 18 no sentido do aumento da concentragao de HCI.
A medida que se aproxima o pH do sistema ao ponto isoelétrico da gelatina,
um aumento na absorbancia é observado. Neste ponto, coacervados comecam
a se formar como resultado da interacdo de cargas entre os polimeros ja
ionizados com cargas opostas. Pelo ajuste do pH, através da adicdo de HCI,
diferentes proporgdes de GA:GE sdo formadas até que atingem o ponto de

maxima interagao, ou seja o equilibrio de cargas.

GA:GE

0:1
—X- -1:0
—%—1:1
—A—1:2
—8—13
—0—14
—A—21
—a— 31
—e—4:1

Absorbancia (590nm)

Figura 18. Comportamento do par polimérico Goma arabica (GA): Gelatina
(GE) em diversas proporgoes, com 2,5% (p/v) de polimero total, como fungdo
do pH.

Pode-se observar que a faixa de coacervagao o6tima ocorre com pH
variando de 3,5 a 4,5. BURGESS & CARLESS [1984] observaram uma pequena
diferenca na faixa de coacervacao quando se utilizou gelatina tipo A ou tipo B

com a goma arabica. O processo de fabricacdao da gelatina a partir do colageno
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animal altera o ponto isoelétrico da proteina [POPPE, 1997], alterando assim o

balanco de cargas.

No sentido de verificar o pH 6timo de coacervacao predito pelo método
de turbidez, a carga dos complexos formados em diferentes pHs foi medida
através do potencial zeta e estd apresentado na Figura 19. Foram variadas trés
proporcdes entre os polimeros, e pode-se observar a eletroneutralidade dos
complexos formados quando as curvas tracadas cortam o eixo do pH (ponto 0
para o potencial zeta). Quando se trabalhou com mesma proporcdo entre
goma arabica e gelatina, o pH de eletroneutralidade dos complexos foi proximo
a 4,0.

O potencial zeta corresponde ao potencial eletrocinético da particula
medido na superficie da particula entre sua capa ibnica e o meio que a
envolve. A medida do potencial possibilita a determinacao da faixa de pH
apropriada para coacervacgdo. O surgimento de turbidez é usualmente atribuido

ao aparecimento de gotas coacervadas no meio [DUCEL et al., 2004].

A goma arabica é carregada negativamente numa ampla faixa de pH, e
pela medida do potencial zeta quando se trabalha com maior proporcao do
polissacarideo, verifica-se que a gelatina comeca a ser suficiente para a goma
arabica formada em pHs abaixo de 4,0. O complexo atinge o ponto de
neutralidade de cargas em 3,5 e a partir dai comeca a se observar um excesso

de cargas positivas na solugao.
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potencial zeta

pH

GE:GA _4 03:01 ——01:01 —— 01:03

Figura 19. Potencial zeta para misturas de gelatinaigoma arabica em

diferentes proporgoes.

Gelatinas, como outras proteinas, podem agir como &cido ou base,
dependendo do pH do meio. Em solucdes acidas, apresenta-se positivamente
carregada e, o contrario ocorre em solucdes alcalinas [POPPE, 1997]. Isto fica
evidente quando se usa um excesso da proteina, o sistema atinge a
eletroneutralidade rapidamente , em pH proximo a 4,5, porque todos os sitios
de ligacao do polissacarideo foram saturados. Os dados obtidos pelo potencial
zeta estdao em concordancia com os obtidos por turbidimetria, evidenciando a
potencialidade da técnica. Nao foi possivel utilizar a técnica de medida de
cargas para a solugao de pectina e gelatina na mesma concentragao em que se
fez as medidas turbidimétricas em funcdo da alta capacidade geleificante da
pectina, o que provocou formacao de agregados com a falta de controle da

temperatura do equipamento utilizado.

Nas curvas de absorbancia versus pH da mistura polimérica GE:GA,
apresentadas na Figura 20a e Figura 20b, quando a razao de gelatina é maior
que a do polissacarideo, o pico de interacdo se encontra em pH 4,5. O

aumento da concentracdo da goma arabica além de provocar uma reducao da
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faixa de alta absorcao, desloca o pH 6timo, e o maior rendimento é obtido a pH
3,5 (Figura 20a). Varios autores [TOLSTOGUZOV, 1986; RABISKOVA et al.,
1994; JIZOMOTO et al., 1993; TAKENAKA, KAWASHIMA & LIN, 1980, XING et
al., 2005; JOUZEL et al., 2003; LAMPRECHT, SCHAFER & LEHR, 2001] utilizam
em seus experimentos a proporcao de GE:GA de 1:1 em pH 4. Observa-se que
nesta faixa e com esta proporcao realmente existe uma alta absorbancia e que
se variando o pH de 4 a 4,5, para esta proporcdo de polimeros, obtém-se a
regido Otima para que ocorra a coacervacdao. Uma redugdo na intensidade de
coacervacao pode ser observada independente da proporcao entre os
biopolimeros, com pHs inferiores a 3,5. A adicao de acido a solucdo de goma
arabica provoca a abertura e ionizagcdo dos grupos (NH, e COOH) deste
polieletrdlito anidnico, porém em meios fortemente acidos ocorre uma inibicdo
desta ionizagdo, diminuindo a intensidade de interagdo com a proteina

carregada positivamente.

2,5 GA:GE
g ) ——1:1
8 £ A2
s 2195 =13
& ) 1:4
2 I —0—1:
g g
2 50,5 A
K]
< a
0
pH 3 4 5 6 7
A B pH

Figura 20. Efeito do pH na mudanca de absorbancia a 590 nm dos pares
poliméricos Goma arabica (GA) : Gelatina (GE) em diversas proporgoes, com
2,5% (p/v) de polimero total, como funcdo do pH. A. Proporcao fixa de
gelatina, B. Proporgdo fixa de goma arabica.

E sugerido por este estudo que o fator determinante na composicao de
fases do sistema gelatina:goma arabica é a densidade de cargas sendo esta

muito mais influenciada pelo pH que por concentragdes e proporcdoes entre os
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biopolimeros. Apesar disto, o balanco de cargas depende da estrutura dos
polimeros e de suas capacidades de ionizacdo, para abertura das cadeias e

exposicao dos grupos reativos.

Como previsto pela teoria da massa molecular, o sistema goma
arabica/gelatina apresentou maior tendéncia a separacao de fases. O estudo
feito com o par gelatina/pectina mostrou um pH 6étimo de interacao (3,5),
porém, a intensidade de separacao de fases mostrou-se inferior quando
comparada ao sistema classico. A luz dispersa pela presenca dos coacervados
€ dependente da concentracdo de coacervados formados, mas também do
tamanho destes complexos. Se o par pectina-gelatina forma complexos muito
menores que no caso da goma arabica, as curvas nao podem ser comparadas
entre si por intensidade de absorbancia. O resultado aqui obtido para a

pectina, indica que solugdes mais diluidas deveriam ser testadas.

A intensidade de separacdo de fases nao é dada apenas pela
absorbancia no pH étimo. Deve-se levar em conta a absorbancia do complexo
nos pHs menos favorecidos também. Na Figura 21, as intensidades relativas
estdo em torno de 1,5 de absorbancia e a regido 6tima de coacervacao para
este par polimérico mostrou ser independente da relacdao entre a proteina e a
pectina, pois a maioria das misturas apresentaram exatamente o mesmo perfil,
na regiao 6tima, apesar de o aumento da concentragdo de proteina provocar
um aumento na absorbancia, o que indica uma melhora no rendimento. Ao
contrario do observado por ANTONOV & ZUBOVA (2001) para o sistema
ternario gelatina (3%)-pectina (0,2%)-agua, o sistema apresentou alta
absorbancia na faixa do pI da gelatina, apesar da alta concentracdo em pectina
(2%).
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GE:PE
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Figura 21. Efeito do pH na mudanca de absorciao a 590 nm dos pares
poliméricos Gelatina (GE): Pectina (PE) em diversas proporgdoes, com
2,0%(p/v) de polimero total, como fungdo do pH.

A gelificacdo do sistema pectina/gelatina com 2,5% p/v provocou a
formacdo de agregados nao homogéneos o que inviabilizou o estudo com esta
concentracao. Houve também, um aumento na viscosidade do sistema GE:PE
em pHs acidos (abaixo de 4,0), que ficou mais evidente quanto maior a razao
da pectina. Este comportamento é provavelmente devido a um aumento no
volume hidrodinamico do polimero ja que esta propriedade dos polimeros em

solucdo é diretamente proporcional a sua viscosidade intrinseca.
5.2 Influéncia do tipo de 6leo

A coacervacdo é um fenémeno fisico-quimico de interacao que pode ser
usado para microencapsular recheios oleosos. As muitas variaveis envolvidas
no processo de separacao de fases dependem principalmente das propriedades
dos polimeros de parede, jd que a interacdao ocorrera entre eles. Porém
existem poucos estudos sobre a influéncia do tipo de d6leo no processo de

producao de capsulas por este método.
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O estudo de microencapsulacao por coacervacao complexa utilizando-se
0leos de uma fonte vegetal (6leo de améndoas), mineral (éleo de parafina) e
um Oleo essencial mostrou ser determinante nas caracteristicas fisicas das

particulas e do processo como pode ser observado na Figura 22 e Tabela 12.

Tabela 12. Caracteristicas do processo de formacgao de particula.

Rendimento em

Oleo Coacervado Gmido (g) Soélidos (%) massa seca (%)* EE (%)
Vetiver 40+3 17,2+0,8 89,6+0,1 91,8+5,3
Améndoas 33+3 20,2+2,2 89,3+0,1 70,6 £0,1
Mineral 58+ 2 56+1,1 46,4+ 0,1 38,0+0,1

*Particulas produzidas com 2,5% (p/v) de gelatina e goma arabica (1:1) e 2,5 g de

oleo (50%). EE: Eficiéncia de encapsulacéo.

Sabe-se que o processo de formacdo de particulas é altamente
dependente das caracteristicas fisico-quimicas dos componentes da solugao
[BURGESS & CARLESS, 1984, RABISKOVA & VALASKOVA, 1998], porém as
diferencas entre os dleos, por mais que as condicoes de processo ndo se
alterem, podem interferir diretamente na formacao das particulas. A partir das
mesmas condicbes de coacervacao complexa, diferentes tipos de odleos
produziram particulas diferentes quanto a eficiéncia de encapsulacdo e as
caracteristicas morfoldgicas. As particulas produzidas com oleo mineral
apresentaram-se mononucleadas e as de vetiver e 6leo de améndoas

multinucleadas (Figura 22).

A coacervacao feita em condigoes o6timas para que os pares poliméricos
tenham cargas opostas, deve apresentar alto rendimento em coacervados. Isto
pode ser constatado no alto rendimento em massa seca (Tabela 12) do
processo quando usou-se 6leo de vetiver ou éleo de améndoas. Grande parte
dos polimeros de parede foi precipitada na forma de particulas para estes
0leos. Contrariamente, o 6leo mineral prejudicou o rendimento do processo
ficando em torno de 46,4% frente a 89%, obtido com os demais dleos. Houve
a formacdao de uma grande quantidade de massa coacervada para o dleo

mineral indicando a complexagao dos polimeros, porém como boa parte do
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6leo nao foi encapsulada (Figura 22), o coacervado apresentou-se altamente
hidratado, indicando que as propriedades do 6leo ndo impedem a coacervacao,

porém ele prejudica a encapsulacgao.

Figura 22. Microparticulas produzidas por coacervacdo complexa de GE:GA

com 50% de recheio. A.Oleo de améndoas, B.Oleo mineral, C. Oleo de vetiver.

As particulas com 6éleo mineral mostraram-se praticamente vazias,
sendo que no processo pbéde-se ver 6leo ndo encapsulado sob a forma de
espuma e o aspecto extremamente oleoso da particula ao toque indicou a
presenca de 6leo na superficie externa da mesma. Nos sistemas produzidos

com os trés 6leos, nao foi observada flotacao das particulas.
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A eficiéncia de encapsulacao também foi influenciada pelo tipo de éleo.
Particulas formadas com 6leo de vetiver e de améndoas apresentaram as
maiores eficiéncias, como se a eficiéncia de encapsulacdo parecesse depender
da “hidrofilicidade” do 6éleo, parametro que pode ser relacionado com a
molhabilidade do 6leo. O éleo de vetiver possui propriedades fisicas muito
diferentes do 6leo mineral como reflexo de sua composicao quimica. O dleo
mineral é basicamente constituido por hidrocarbonetos, e por isso, muito mais
apolar. O éleo de vetiver é uma complexa mistura de compostos de funcgdes
quimicas diversas, que inclui compostos bastante hidrofilicos como alcoois,
acidos, cetonas e por isso pode agir como um tensoativo, melhorando a

eficiéncia de encapsulacdo.

RABISKOVA & VALASKOVA [1998] investigaram uma ampla faixa de
materiais e perceberam que as propriedades de superficie dos o6leos, em
particular sua hidrofobicidade relativa, influenciam significativamente sua

insercdo no coacervado.
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Figura 23. Microcapsulas coacervadas com oOleo mineral em trés
concentragdes: A. 25%,B. 50%, C . 75%. e D. 50% de uma composicao (1:1
O6leo mineral: dleo vetiver).

A alternativa de testar a quantidade de éleo com o intuito de melhorar a
eficiéncia de encapsulagdo ndo funcionou para o 6éleo mineral. As particulas
contendo 6leo mineral (Figura 23) apesar de aumentarem o numero de
ndcleos, mostraram-se muito heterogéneas quanto a forma, tamanho e ao
namero de nucleos por particula, sendo que muitos coacervados foram
formados sem encapsular d6leo algum. Este comportamento pbde ser
observado nas trés concentracdes de Odleo testadas (25%, 50% e 75%),
indicando que a baixa eficiéncia de encapsulacao deste 6éleo ndo se deve a

guantidade presente.
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WIELAND-BERGHAUSEN et al. [2002] prepararam microcapsulas de
etilcelulose por coacervacao simples e observaram que a proporcao ativo-
material polimérico foi um fator importante na eficiéncia de encapsulacdo. Ao
se diminuir a concentracdo de ativo, hd maior chance de os polimeros cobrirem
as gotas de material encapsulante, o que permite maior eficiéncia de
encapsulacdo. Adicionalmente, verificaram que melhores eficiéncias foram
obtidas em sistemas mais viscosos. BURGESS [1994] reportou que a alta
viscosidade do coacervado resulta em capsulas mais estaveis, mas se a

viscosidade é muito alta, a encapsulacdo pode ser prejudicada.

No entanto, microparticulas produzidas com até 75% de éleo de vetiver,
em relacdo a massa de polimeros, apresentaram-se bastante turgidas e as
gotas de 6leo foram completamente cobertas pelos polimeros em solugao. Com
este Oleo, pOde-se avaliar a capacidade do complexo de polieletrélitos em
suportar grandes quantidades de 6leo, pois apesar de o complexo ndo parecer
elastico, visto que o diametro das particulas nao se alterou significativamente
(Figura 23C), ele foi capaz de reter uma grande quantidade do ativo. As
microparticulas apresentaram forma esférica bem definida e, mesmo na menor
concentracao de dleo (Figura 23A) houve uma distribuicao uniforme do dleo no

interior das particulas.
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Figura 24. Microcapsulas coacervadas com o6leo essencial de vetiver com trés
concentragoes: A. 25%, B. 50%, C. 75%.

A emulsificacdo é o passo preliminar do processo de coacervagao e as
caracteristicas das gotas emulsionadas podem ser mantidas apds a
complexacdo dos polimeros. Além disso a molhabilidade e a espalhabilidade da
emulsdo tém uma grande importdncia na encapsulacdao [MADAN, LUZZI &
PRICE, 1972; IJICHI et al., 1997; THOMASIN, MERKLE & GANDER, 1997]. A
medida do potencial zeta foi feita a cada passo da coacervacdao complexa, para
os trés Oleos. As medidas do potencial das emulsdes formadas em agua nado

puderam ser obtidas em fungdo da desestabilizacdo das gotas de dleo.
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Tabela 13. Potencial zeta nos passos formadores da microparticula com

diferentes oleos.

améndoas mineral vetiver
égua * * *
Emulsao gelatina /6leo 20,1+1,39 3,16+0,76 20,78+1,53
Adicao da goma arabica 12,24+0,91 13+0,62 18,51+1,75

* Ndo foi possivel fazer a medida.

Pode-se observar pela Tabela 13, que apesar da carga superficial das
gotas emulsionadas em gelatina serem positivas, o éleo mineral apresenta
uma grande diferenca de medida de carga em relacao as emulsdes formadas
com os outros dleos. A carga superficial € um indicativo de adsorgao, e quanto
maior a carga, maior quantidade de sitios de goma arabica (negativamente
carregada neste pH) poderdao se ligar. A medida do potencial zeta, apds a
insercao do polissacarideo, constatou ainda um excesso de cargas positivas
ap6s a formacao dos coacervados (Tabela 13). A proporgcao entre proteina e
polissacarideo adotada no estudo envolvendo a medida de carga por potencial
zeta foi de 1:1.

As propriedades fisicas dos 6leos usados para o estudo da coacervacgao
complexa estdo apresentadas na Tabela 14. Apesar da tensao superficial dos
o0leos ndo apresentarem diferencas significativas (p<0,05), a tensdo da
mistura de vetiver e 6leo mineral em qualquer proporgao, tende a aproximar-
se da tensdo do 6leo mineral sozinho e isto se refletiu na distribuicdo do dleo
na particula. Microparticulas produzidas com as misturas apresentaram a
mesma caracteristica de distribuicdo de gotas que a particula do 6leo mineral
(Figura 23D), sendo esta completamente diferente do éleo de vetiver (Figura
24).

As tensodes interfaciais dos 6leos com a solucdo de gelatina 2,5% (p/p) a
50°C, mimetizam a situacdo de produgdao de emulsdo antes do passo de
complexacdo com o polissacarideo. Quanto maior a tensdo interfacial, maior o

tamanho da gota e menor a area de contato com a solugdao de proteina. Assim,
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de acordo com os dados obtidos deve-se esperar que o 6leo de vetiver (29,52
N/m) apresente as menores e mais cineticamente estaveis gotas de emulsao,
seguido do 6leo mineral (15,14 N/m) e, por ultimo, o 6leo de améndoas (8,53

N/m). Os dleos praticamente ndo diferiram quanto a densidade e viscosidade.

Tabela 14. Propriedades fisicas dos 6leos estudados.

Tenséao Tenséao Densida Densidade Viscosidade
Superficial Interfacial de (g/mL) (50°C, cP)
(25°C, N/m) (50°C, N/m) Relativa
(250C)
Mineral (M) 34,566+0,005 15,1+0,5 0,8507 0,887+0,003 31,7

25%(V), 75%(M) 34,966+0,005

50%(V),50%(M) 35,294+0,005

75%(V),25%(M) 34,686+0,004
Vetiver (V) 39,104+0,009  29,52+0,03 1,027 1,009+0,004 24,7
Améndoas 36,596+0,005 9+2 0,9193 0,932+0,003 24,2

A Figura 25 comprova as diferencas entre as tensdes interfaciais da
gelatina e dos oleos pela visualizagdao das gotas de emulsdao (2,5% p/v da
gelatina) formada com os diferentes 6leos. As gotas emulsionadas com o éleo
de vetiver apresentaram os menores didmetros de gotas emulsionadas, 5,9
MM, comparados a 9,2 pym com o6leo de améndoas e 33,9 um com odleo

mineral.
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Figura 25. Emulsdo de améndoas (A)-9,20 pm, mineral (B)-33,94 pm (12,5x)
e vetiver (C)-5,87 um (25x), em solucao de gelatina (2,5% p/v).

No entanto, uma analise de tamanho médio das particulas coacervadas indicou
gue as particulas produzidas com o 6leo de vetiver apresentaram-se maiores
(43,5 pm) comparadas as particulas com o6leo mineral (35,0 pm) e dleo de
améndoas (19,2 um) (Figura 27). O fato de as gotas de emulsdo do 6leo de
vetiver serem muito pequenas permite que o polimero coacervado englobe
muitas delas, caracterizando-as como particulas multinucleadas. Por outro
lado, quando as gotas apresentam-se maiores, forma-se um filme ao redor de

uma Unica gota, e a capsula torna-se mononucleada (Figura 26).
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Figura 26. Microscopia Optica das particulas produzidas com o6leo de
améndoas (A,B), 6leo mineral (C,D) e 6leo de vetiver (E,F). As barras
representam 40um.

Assim, quando JEGAT & TAVERDET [2003] observaram que a morfologia
das particulas é influenciada em sua densidade, eles se referiram a formacao
de uma massa coacervada que incorpora goticulas de emulsdo e que

sedimentam. Como nenhuma das particulas produzidas neste trabalho flotou,
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atribui-se a densidade das particulas mononucleadas aos filmes espessos

coacervados em torno da gota de dleo.

O mesmo efeito foi observado por WEINBRECK et al. [2004b], num
sistema coacervado de goma arabica e proteinas do soro de leite. Grandes
gotas de 6leo de laranja formadas pelo uso de agitador magnético foram
individualmente cobertas por uma fina camada de coacervados e as pequenas
gotas, obtidas pela agitacdo em ultra-turrax, foram encapsuladas em uma

matrix coacervada multinucleada.

Os experimentos realizados nesse trabalho, em concordancia com a
literatura, podem sugerir que a formacdo de microcapsulas (mononucleadas)
ou microparticulas (multinucleadas) depende principalmente do tamanho das

gotas da emulsao, que por sua vez dependem da intensidade de agitacgao.

A Figura 27 apresenta a distribuicdo de tamanho das particulas
produzidas com os diferentes oleos. As particulas produzidas com o odleo
mineral apresentaram um comportamento diferente das demais. Atribui-se ao
primeiro pico de distribuicdao de tamanho, encontrado na faixa de 1 a 10um, o
0leo ndo encapsulado aderido as paredes das particulas. As amostras de
vetiver apresentaram maior homogeneidade de tamanho que as particulas com

6leo de améndoas e as duas particulas apresentaram perfil unimodal.

Os didametros médios observados para as particulas Umidas foram de
19,2 ym, para as amostras com 6leo de améndoas, 34,9 um com 6leo mineral

e 43,5 ym para o 6leo de vetiver.
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Figura 27. Distribuicido de tamanho das particulas com tamanho médio de
Améndoas (19,23um), Mineral (34,99um), Vetiver (43,49um).

A liofilizagdo das particulas produziu amostras similares quanto a
superficie e quanto a forma. As particulas mantiveram esfericidade apesar de
estarem conectadas entre si (Figura 28), efeito provocado pela secagem por
liofilizacdo, mas que apds hidratadas readquiriram a fluidez observada nas

capsulas Umidas, ou seja, voltaram a forma original.
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Figura 28. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) das particulas

liofilizadas. A e B particulas com 6leo de améndoas, C e D particulas com éleo
mineral, E e F particulas com dleo de vetiver.

5.3 Discussao sobre a Teoria da Coacervacao

Existem duas principais teorias para explicar a formagdao das

microcapsulas por coacervacdo complexa. As teorias posteriores aprimoram as
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teorias basais de Veis e Aranyi e de Voorn e Overbeek, modificando

parametros tedricos de concentracdo e distribuicao de cargas.

O modelo de Voorn e Overbeek prediz que as moléculas sao livres para
moverem-se no estado liquido (cargas distribuidas na solucdo de maneira
homogénea) e desta maneira, os coacervados seriam formados ao redor das

gotas de 6leo e se acumulariam como um processo unico.

O modelo de agregacdo da fase diluida, proposto por Veis e Aranyi, por
sua vez, considera a coacervagao como um processo em dois passos.
Inicialmente, as moléculas de gelatina e goma arabica agregam-se de maneira
sollvel e depois se rearranjam lentamente para formar a fase coacervada. De
acordo com esta teoria, os coacervados sao previamente formados, sem que
haja a necessidade da adsorcao da gelatina sobre a gota de d6leo para que o

polissacarideo se complexe e forme as particulas.

Para verificar a influéncia da ordem de adicdo do d6leo e tentativamente
explicar como os coacervados sdo formados na técnica de microencapsulacgdo,
a mistura dos biopolimeros foi coacervada alternando-se a ordem de insergao
do 6leo. O dleo foi adicionado antes (Figura 29A) e apds (Figura 29B) o ajuste
de pH. Nos dois casos o processo de emulsificacdo da fase 6leo na solucao de
gelatina ndo ocorreu. A ordem de insercdo de dleo foi determinante para a

encapsulacao.

Os métodos testados verificaram que as microparticulas sdo formadas,
mas precisam da superficie do o6leo para encapsulda-lo. Como dito
anteriormente, a formacao de particulas é uma extensdo do processo de
coacervacgao complexa, portanto, pode-se observar a formagao de coacervados
complexos nos dois casos, porém, a encapsulacao do 6leo foi mais eficiente
guando a situacao de cargas opostas foi atingida apds o contato do éleo com o
agente emulsificante. Este fato parece comprovar a nao validade da teoria de

Voorn, pois se o0s coacervados tivessem liberdade de movimento eles
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encapsulariam o 6leo independentemente da ordem de insercdo.
Adicionalmente, JOUZEL et al. [2003] mostraram a importancia da
emulsificagdo na preparacdo das particulas. Eles compararam particulas
formadas com a adicdo do dleo antes ou apds a adicdo da goma arabica e
verificaram a redugdo do tamanho das particulas neste ultimo caso. Eles
atribuem esse comportamento a diferente interface formada entre a emulsao e

o filme coacervado formado.

A boa formacgao das microparticulas com dleo essencial de vetiver sem
gue o sistema fosse emulsificado parece decorréncia da composicdo do éleo
que contém componentes hidrofilicos que podem ter ajudado na
compatibilidade 6leo-proteina. Além disso, diferentemente do 6leo mineral que
apresenta uma tendéncia em formar grandes gotas com nitida separacdo da

fase aquosa, o dleo de vetiver se apresenta em pequenas goticulas dispersas

Nno meio aquoso - gotas nao coalescidas.

Figura 29. Microcapsulas coacervadas sem emulsificacdo, pH 4,0, 50°C. A
ordem de acerto de pH foi alterada A. Apés a adicdao do o6leo, B. Antes da
adicao do dleo.

5.4 Testes de eficiéncia de encapsulacao

Trés métodos para extracdao/quantificacdo do O6leo contido nas

microparticulas foram testados. Método gravimétrico (extracdo com trés
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solventes), método cromatografico e método enzimatico. Os resultados obtidos
estdo no Apéndice A2 e, no desenvolvimento deste trabalho, a partir dos
resultados preliminarmente obtidos, foram adotados os métodos: gravimétrico
com o uso do diclorometano, quando a particula ndo continha o reagente

fluorescente, e enzimatico e deteccao por fluorimetria, neste caso.

A eficiéncia de encapsulacdao do composto fluorescente KD foi alta,
atingindo 95%. Para que a eficiéncia de encapsulacao fosse quantificada,
anteriormente o método de extragdao do composto fluorescente foi testado e
validado com a adicao de éleo fluorescente (OF) livre em quantidade conhecida
a uma mistura de solucdes poliméricas nas mesmas quantidades utilizadas na
producao de microparticulas coacervadas. A extracdo de KD livre adicionado a
mistura polimérica foi bastante eficiente, com recuperacao de 98,7%, ndo se
observando interferéncia da adicao da enzima, pH de incubacdo ou do dleo de

vetiver na quantificacdo por fluorescéncia do composto dansilado.

LAMPRECHT, SCHAFER & LEHR [2001] produziram microcapsulas por
coacervacao com 80% de eficiéncia de encapsulacao, sendo capsulas tipo
matriz. Neste trabalho os autores utilizaram enzima proteolitica para romper a
capsula coacervada e hexano para extrair o 6leo. A utilizagdo do método
fluorimétrico para quantificacdo do composto conduz a resultados bem mais
precisos que o gravimétrico. Sao evitadas perdas decorrentes da evaporagao e

da sensibilidade da balanca em relagcao a quantidade de material extraido.

Apesar disso, RABISKOVA et al. [1994] obtiveram altas porcentagens de
encapsulacdo de esqualeno com tensoativos de baixo HLB em capsulas
coacervadas de goma arabica/gelatina. A eficiéncia de 93,2 a 99,6% foi obtida
por gravimetria utilizando hexano para extracao. Em outro trabalho, no mesmo
tipo de particula, eficiéncias de encapsulacdo variaram entre 75-80% para
diferentes 6leos (soja, oliva ou amendoim com tensoativos) [RABISKOVA &
VALASKOVA, 1998]. A eficiéncia de extracao estad diretamente relacionada com

o numero de extracdes e o tipo de solvente utilizado.
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Extracdo com solventes (hexano, éter dietilico ou cloroférmio),
hidrodestilacdo e extracao supercritica foram avaliados para a extracao de dleo
de limdo encapsulado em ciclodextrina, obtendo-se melhor eficiéncia de
extracao quando hexano foi utilizado, com porcentagens de extracao variando
de 80,6 a 100% entre a primeira e a terceira extracao sucessivas [PADUKA et
al, 2000].

5.5 Analise das variaveis do processo

A importancia das principais variaveis do processo de coacervacao foi
avaliada, analisando seus efeitos simultaneos através de um planejamento
experimental seqliencial, o qual possibilitou a execucdo com um numero
reduzido de ensaios. Este método permite a verificacdo dos efeitos individuais
e de interacdo de todas as varidveis sobre a resposta, a definicao das variaveis
mais importantes para o processo, a avaliacao dos erros experimentais e de
regressao e a modelagem empirica dos resultados, em funcdao das variaveis

escolhidas.

A temperatura do processo, pH de coacervacao, velocidade e tempo de
homogeneizacao da emulsao, quantidade de ativo adicionada, quantidade e
proporcao entre os polimeros de parede formaram as varidveis independentes
do processo. A taxa de resfriamento e o tempo de coacervacdo também foram

monitorados.

A escolha das varidveis para a otimizacdao do método de preparacdo das
particulas foi baseada nas curvas estequiométricas (Figura 18 e Figura 21). O
rendimento em coacervados formados foi avaliado conjuntamente com a
caracterizacgdo microscopica das particulas produzidas. Por outro lado, a
otimizacdo da eficiéncia de encapsulacdo foi feita apenas quando os
parametros de producdo das capsulas de goma-arabica-gelatina foram

ajustados.
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Os polimeros usados foram o sistema classico goma-arabica-gelatina e o
pectina-gelatina. A primeira seqliéncia de ensaios (varredura das variaveis) foi
realizada na formacdo da particula com 6leo de améndoas, tendo em vista que
o rendimento em coacervados produzidos com este O6leo ndo difere
significativamente do 6leo de vetiver. A otimizacdo da producao das particulas
(22. Parte dos experimentos) foi realizada com o dleo de vetiver e a eficiéncia

de encapsulagao foi medida.
5.5.1 Planejamento Experimental
5.5.2 Sistema goma-arabica-gelatina

A otimizacdo do processo de producao de microparticulas de goma
arabica e gelatina foi baseada no rendimento em coacervados (Y1), ja que
volume maximo da fase coacervada é produzido quando ocorre a neutralizagao
das cargas das macromoléculas do sistema. Os resultados obtidos com a
primeira matriz contendo 7 variaveis e cinco niveis para o d6leo de améndoas
esta apresentado na Tabela 15. Os niveis codificados foram apresentados em

Materiais e Métodos.
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Tabela 15. Planejamento fatorial fracionado para o 6leo de améndoas
avaliando o rendimento em coacervados (Y1).

X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 Y1
1 1 1 40 4 2,5 1:2 1,25 13,58
2 4 1 40 4 5 1:2 3,75 20,5
3 1 18 40 4 5 21 1,25 37,71
4 4 18 40 4 2,5 21 3,75 41,16
5 1 1 60 4 5 2:1 3,75 44,59
6 4 1 60 4 2,5 2:1 1,25 77,6
7 1 18 60 4 2,5 1:2 3,75 9,85
8 4 18 60 4 5 1:2 1,25 56,35
9 1 1 40 5 2,5 21 3,75 40,98
10 4 1 40 5 5 21 1,25 0
11 1 18 40 5 5 1:2 3,75 0
12 4 18 40 5 2,5 1:2 1,25 0
13 1 1 60 5 5 1:2 1,25 0]
14 4 1 60 5 2,5 1:2 3,75 0
15 1 18 60 5 2,5 21 1,25 86,59
16 4 18 60 5 5 21 3,75 91,47
17 2,5 14 50 4,5 3,25 1:1 2,5 51,81
18 2,5 14 50 4,5 3,25 1:1 2,5 49,46
19 2,5 14 50 4,5 3,25 1:1 2,5 40,89
20 2,5 14 50 4,5 3,25 1:1 2,5 61,42

(X1) Tempo de homogeneizacdo da emulsao (min); (X2) Velocidade de
homogeneizacdo da emulsdo (x1000rpm); (X3) Temperatura de solucdo polimérica
(°C); (X4) pH de coacervacao; (X5) Concentragdo de polimero total (%); (X6)
Proporgdo entre polimeros (GE:GA); (X7) Quantidade de ativo (g).

Todas as particulas formadas foram observadas microscopicamente
(Figura 31). Para efeito ilustrativo, entre os ensaios que apresentaram a
mesma morfologia foi selecionada somente uma micrografia. Assim, ensaios 1,
2 e 7 foram representados pela micrografia do ensaio 1; ensaios 3-6,
representados pela micrografia do ensaio 4; ensaios 10-14, pela micrografia do
ensaio 14 e ensaios 15 e 16, pela micrografia do ensaio 15. O efeito dos
fatores foi determinado pelo método de minimos quadrados e a importancia
relativa destes efeitos foi graficamente representada através de um grafico de
Pareto (Figura 30).

A Figura 30 mostra que as variaveis significativamente importantes
foram a proporgcao entre a gelatina e a goma arabica, temperatura, velocidade

de homogeneizacao e pH. As interacdes lineares nao foram apresentadas, mas
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as mais importantes sdo conseqliéncia da interacdo entre o tempo de

homogeneizagdo com a concentragdo de polimeros, temperatura e pH.

A faixa de pH otima foi anteriormente determinada pelo ensaio de
turbidez. Identificada a faixa de pH (4 a 5) onde a coacervacao efetivamente
ocorria, o efeito das demais varidveis foi estudado. Assim, as varidveis que
influenciaram na formacdao puderam ser analisadas quase que
independentemente do pH. Por isso, esta varidvel ndo entrou como
significativa mas mostrou a tendéncia em prejudicar o rendimento quando o
pH é aumentado. Os ensaios feitos em pH 5 ndo formaram particulas e as
imagens correspondentes aos ensaios 10-14, mostraram o d6leo sem a
cobertura dos polimeros. Este comportamento também foi observado na curva
de absorbancia em funcdo do pH (Figura 20). WEINBRECK et al. [2004a]
observaram a mesma supressdo de coacervados trabalhando com proteina do
soro de leite e goma-arabica, constatando que a agregacdo das capsulas foi
dependente do pH de formacdo. Esses autores observaram ainda, que na
regiao de pH de 3,0 - 4,5 as capsulas apresentavam tendéncia a
aglomerarem-se sem agitagao. Autores que trabalharam com o sistema goma
arabica/gelatina observaram que a faixa de coacervacgao ocorria entre valores
de pH de 3,5 a 4,5 [THIES, 1995; BURGESS & CARLESS, 1985; LAMPRECHT,
SCHAFER & LEHR, 2001].
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Figura 30. Grafico de Pareto de efeitos e significancias do planejamento
fatorial fracionado 273 para particulas produzidas com GE:GA e é6leo de
améndoas. R?= 0,92.

O maior rendimento foi obtido nos ensaios 15 e 16, tendo
respectivamente 86,6 e 91,5% dos polimeros inseridos sob a forma de
capsulas. Incluindo estes dois ensaios, os ensaios 3, 4, 5 e 6 foram os que
apresentaram visualmente (Figura 31) as melhores particulas e os
sobrenadantes limpidos. Os ensaios relacionados acima foram constituidos de

duas partes de gelatina para uma de goma arabica.

Esta relacdo de proteina: polissacarideo foi anteriormente reportada e é
altamente dependente do pH. TSUNG & BURGESS [1997] prepararam
coacervados a partir do complexo gelatina e heparina e observaram que a
relacdo otimizada para o complexo usando gelatina tipo A em pH 2,7, que é
onde existe a maior diferenca de cargas entre os polimeros, consistiu de duas
partes de gelatina para uma de heparina, ja que a gelatina apresenta a metade
das cargas da heparina. Do mesmo modo, KOH & TUCKER [1988] verificaram
que o aumento do pH desloca o ponto 6timo da curva de producdo de

coacervados para uma menor quantidade de CMC. O aumento do pH aumenta
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0 numero de cargas anionicas da CMC e diminui as catidnicas na gelatina, e
portanto, menor quantidade de CMC é necessdria para uma interacao

equivalente com a gelatina.

Os ensaios que apresentaram o0s mais baixos rendimentos em
coacervados eram constituidos de maior proporcdo de polissacarideo em
relagdo a proteina. Portanto, o fator limitante quando se trabalha com sistemas
gelatina—polissacarideo, em pHs abaixo do isoelétrico, sera geralmente a
concentracao de gelatina, jd que ela ndo desenvolve uma carga de rede
positiva suficiente para associacao eletrostatica de mesma razdo com o

polissacarideo.
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Figura 31. Particulas produzidas com o6leo de améndoas e goma arabica-
gelatina a partir do planejamento fatorial fracionado 273, Os numeros

representam os ensaios.

A concentracdo de polimeros total na faixa estudada, ou seja até 5%,
nao interferiu no processo mas mostrou uma tendéncia a prejudicar o
rendimento quando se aumentou a quantidade de polimeros no meio. Os
resultados obtidos estdao de acordo com TSUNG & BURGESS [1997] que
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observaram uma reducao na producao de coacervados com concentracoes de
biopolimeros totais acima de 2,25%. TOLSTOGUZOV [1986] afirma que ndo é
possivel formar coacervados com concentracdes de biopolimeros totais
superiores a 4% (p/p). De fato um aumento de concentragao pode causar uma
dificuldade de interacao em funcao da reducao do volume livre necessario para
gue haja a abertura e eficiente exposicdo dos grupos carregados. Além disso, a
viscosidade aumentada nesta fase do experimento pode reduzir a mobilidade
das macromoléculas de forma que a competicdo com as moléculas do solvente
torna-se maior [BURGESS, 1994]. Porém uma Vviscosidade minima &
interessante para produzir capsulas mais estaveis [WEINBRECK et al., 2004c].
Além disso, um aumento na concentracdo de polimeros pode alterar a
espessura do filme coacervado formado ao redor da gota de éleo. WEINBRECK
et al. [2004c] verificaram essa alteracdo na parede da particula com

concentracao acima de 1%.

A temperatura é outro parametro extremamente importante na
separacao de fases e muitos trabalhos sugerem que temperaturas mais baixas
favorecem a separacdo de fases. REMUNAN-LOPEZ & BODMEIER [1996]
constataram uma redugdo no rendimento em coacervado entre quitosana e
gelatina tipo B a altas temperaturas e atribuem esta redugcao a um aumento na
solubilidade dos polimeros e conseqliientemente dos complexos formados. No
entanto, no par polimérico estudado, o aumento da temperatura, de 40 a 60 °C
mostrou uma melhora no rendimento de coacervados. As particulas formadas

com esta temperatura precipitaram mais rapidamente.

GILSENAN, RICHARDSON & MORRIS [2003] estudaram o efeito do pH e
da proporcao de mistura nas interagbes associativas (eletrostaticas) entre
gelatina (tipo B; pI = 4,9) e pectina LM (DE 31,1) por DSC. Duas transicoes
térmicas foram encontradas para misturas preparadas no pH de coacervagdo
(pH ~3.5), uma coincide com a fusdo da gelatina (abaixo de ~35 °C) e a outra
a maiores temperaturas (~50 °C), o que pode justificar a interacdo entre a

proteina e o polissacarideo nesta faixa de temperatura. KHOMUTOV et al.
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[1995] verificaram separacao de fases entre gelatina e amido (2:1) de 35 a
70°C. O aumento da temperatura causou modificagdes conformacionais,
principalmente na proteina, expondo grupos reativos que poderiam melhorar a
solubilidade devido a aminodacidos hidrofilicos ou carregados favorecendo
também ligacOes eletrostaticas. LIN et al. [2005] verificaram que a transicao
termo-induzida de agregados da estrutura secundaria (B-sheet) de um
hexapeptideo PGAIPG (Pro-Gly-Ala-IIe-Pro-Gly), em solucdo aquosa ocorreu
devido interacbes de pontes de hidrogénio intermoleculares entre os
fragmentos hidrofdbicos de PGAIPG induzidos por coacervacao. HARDING et al.
[1993] observaram que a formagao de complexos entre o polimero ASB e o
alginato acontece em uma faixa descontinua. Além da faixa a temperatura
ambiente, quando se trabalhou com temperaturas acima do ponto de

desnaturacao da proteina, a complexagao voltou a ocorrer.
5.5.2.1 Otimizagcado da eficiéncia de encapsulacdo do dleo de vetiver .

Pelo planejamento anterior, os ensaios foram focalizados na proporcao
entre os polimeros, taxa de homogeneizacdo, temperatura e quantidade de
material de recheio. O planejamento completo com o d6leo de vetiver foi feito
em pH 4,0 considerando a influéncia negativa de valores superiores ao ponto
isoelétrico sobre o rendimento do processo. O tempo de homogeneizagao foi
fixado no ponto central (2min) pois, apesar de nao ser significativo, mostrou
uma tendéncia de melhorar o rendimento. A quantidade de polimero total foi
fixada no nivel inferior (2,5% p/p) . A Tabela 16 apresenta os resultados de

eficiéncia de encapsulacdo (Y2) e rendimento em coacervados (Y1), obtidos.
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Tabela 16. Planejamento fatorial completo para o d6leo de vetiver, sistema
GE:GA, sobre o rendimento em coacervados (Y1) e a eficiéncia de
encapsulagao (Y2).

X2 X3 X6 X7 Y2 Y1
1 10 40 1:2 2,5 30,67 36,23
2 18 40 1:2 2,5 17,42 18,9
3 10 40 1:2 7,5 50,12 37,65
4 18 40 1:2 7,5 47,93 42,72
5 10 40 2:1 2,5 74,6 50,93
6 18 40 21 2,5 53,1 45,05
7 10 40 21 7,5 45,7 56,78
8 18 40 2:1 7,5 64,54 20,59
9 10 60 1:2 2,5 25,94 10,1
10 18 60 1:2 2,5 23,6 24,53
11 10 60 1:2 7,5 25,08 50,54
12 18 60 1:2 7,5 17,5 63,3
13 10 60 2:1 2,5 64,79 72,24
14 18 60 2:1 2,5 35,74 75,08
15 10 60 21 7,5 46,66 56,4
16 18 60 2:1 7,5 72,58 72,64
17 14 50 1:1 5 58,6 92,56
18 14 50 1:1 5 32 73,47
19 14 50 1:1 5 31,28 72,74
20 14 50 1:1 5 36,21 72,63
21 14 30 1:1 5 - 50,44
22 14 70 1:1 5 - 82,1
23 14 50 1:3 5 - 4,55
24 14 50 3:1 5 - 47,66
25 14 50 1:1 0] - 76,39
26 14 50 1:1 10 - 67,07
27 6 50 1:1 5 - 63,93
28 22 50 1:1 5 - 86,41

(X2) Velocidade de homogeneizacdao da emulsao (x1000rpm); (X3) Temperatura de
solugdo polimérica (°C); (X6) Proporgdo entre polimeros (GE:GA); (X7) Quantidade
de ativo (g).

Na otimizacao da coacervacao (Figura 32), a importancia dos fatores
nao se alterou para o rendimento do processo de coacervacgao, indicando que a
formacdo das particulas independeu do tipo de 6leo usado (améndoas ou
vetiver) apesar de alterar as caracteristicas morfoldgicas das mesmas (Figura

29).
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As mesmas observagdes puderam ser feitas para a proporgao entre os
polimeros, em que a concentracao de gelatina apresenta influéncia limitante na
formacdo e eficiéncia das capsulas. A temperatura das solugdes esta entre os
principais fatores que interferem na conformagao das moléculas do complexo,

sendo um parametro chave para a encapsulacao.

As melhores particulas foram formadas com temperatura mais baixa
e/ou maior proporcao de gelatina em relacdo a goma arabica (ensaios 5 a 8§,
representados pela micrografia do ensaio 5 e ensaios 13 a 16, representados
pela micrografia do ensaio 13, na Figura 33), ao contrario, particulas com alta
temperatura e proporcao inversa de gelatina:goma-arabica, produziram
particulas sem formas e com baixo rendimento em coacervado (ensaios 9 a 11
representados pela micrografia do ensaio 9 na Figura 33). O menor rendimento
foi obtido no ensaio 23, quando se utilizou a menor proporcao de
gelatina:goma arabica onde as particulas obtidas parecem estar vazias (Figura
33 (ensaio 23)). Os ensaios 17 a 20 sao representados pela micrografia do
ensaio 18 e os ensaios 1 e 2 representados pela micrografia do ensaio 1 na

Figura 33.

GE:GA (Q) 76
GE:GA (L) : | 5.2
Temperatura (L) | 31
Temperatura (Q) -2.6
Oleo (Q

) :
Vel homogeneizagdo (Q) :15
Oleo (L) :

) [Tos

Vel homogeneizagao :
10 1 2 3 4 5 6 7 8

Valor estimado

—_

—_
—

Figura 32. Grafico de Pareto de rendimento do processo do 6leo de vetiver
(Y1), no sistema GE:GA. R?*= 0,84.
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Figura 33. Microparticulas formadas a partir de um planejamento completo 23
para particulas produzidas com GE:GA e Oleo de vetiver. Os numeros

correspondem aos ensaios.

Como para uma alta eficiéncia de encapsulagdo, os complexos devem
estar na forma de coacervados e ndo de precipitados, a eficiéncia de
encapsulacdo das microcapsulas formadas no planejamento utilizando-se éleo
essencial de vetiver , Figura 34, foi dependente principalmente da proporcao
entre os polimeros, seguido da quantidade de ativo adicionada, sendo que o
aumento da quantidade de dleo adicionada até 7,5 g aumentou a eficiéncia de
encapsulacdo. Ou seja, as microcapsulas produzidas com 2,5% de polimeros

foram capazes de encapsular até 150 % de 6leo em relacdo aos sélidos totais.

O tempo de homogeneizacdao nao foi estudado por nao interferir no
rendimento de coacervados, além disso, alguns trabalhos na literatura
[JOUZEL et al., 2003; LAMPRECHT et al., 2004] admitem que esta variavel

ndo é relevante para a eficiéncia de encapsulacdo.
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A guantidade de ativo adicionada no planejamento realizado com dleo de
améndoas foi muito inferior ao estudado com éleo de vetiver (1,25-3,759g), e a
influéncia do ativo, apesar de ndo significativa nesta faixa de estudo,
apresentou um efeito negativo com o aumento da quantidade de dleo
adicionada. No planejamento com o6leo de vetiver, usando-se 2,5-7,5g de éleo
o efeito apareceu como positivo, ou seja, o éleo passou a ter mais importancia
no processo quando se ampliou a concentracdo de estudo. A quantidade de
6leo no sistema mostrou-se importante na eficiéncia de encapsulagdo, e um
aumento deste parametro apresentou a tendéncia em melhorar a eficiéncia de

encapsulacao.

P=0,1

GE:GA (L) 10,0

Oleo de vetiver (L) 3,5

Temperatura (L) 23

Vel homogeneizagéo (L) 16

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Efeito estimado

Figura 34. Grafico de Pareto para Eficiéncia de Encapsulacao das particulas
produzidas com GE:GA e déleo de vetiver. R*>= 0,58.

Apesar de a eficiéncia do processo estar associada a conformacao dos
biopolimeros, a composicao do 6leo é um fator adicional. O dleo de vetiver
apresenta porcoes hidrofébicas e hidrofilicas o que auxilia no processo de
emulsificacdo, além de apresentar alta tensdao superficial, que evita a
coalescéncia das gotas. A velocidade de homogeneizagdo ndo entrou como
variavel significativa no processo, contrariamente ao planejamento com éleo
de améndoas. A velocidade de homogeneizacdo foi varrida em uma ampla
faixa de velocidades (6000 a 22000 rpm) e mesmo assim nao se apresentou
como variavel significativa na eficiéncia de encapsulagdao. JOUZEL et al. [2003]

trabalhando com dleo de bacalhau constataram que a redugdao das gotas de
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emulsao formadas com a solucao de gelatina ocorreu linearmente com o
aumento da velocidade de homogeneizacdo. A temperatura de 60°C foi a
melhor para a coacervagao independentemente do 6leo usado. A condicdo
otimizada para a producdo de coacervados sem avaliar a eficiéncia de
encapsulacdo foi de trés partes de gelatina para uma de goma arabica e
temperatura de 60°C. (x1=2,5min, x2=14000 rpm, x4=4,0, x5=2,5%,
x7=2,5g). Apesar dos parametros estabelecidos, os ensaios 17-20, relativos
aos pontos centrais, apresentaram alto rendimento em coacervados e
visualmente as particulas apresentaram-se esféricas e homogéneas em
quantidade de recheio, sendo considerados satisfatérios como método de

producdo de particulas.

A andlise do planejamento completo permite que se extraia o modelo
matematico para o rendimento em funcdo das varidveis significativas. Ele
representa a influéncia das varidveis na resposta, pela aplicacdo do teste F,
que € a comparagao entre a resposta dos experimentos com os erros obtidos,
sejam eles intrinsecos ao processo ou erros experimentais. O delineamento
experimental apresentou como F (relacdo entre residuos e regressao) 4,89. A
comparacao com o F tabelado (2,04) para o caso em que se tem 14 e 13 graus
de liberdade, respectivamente para regressao e residuos, e 90% de
confiabilidade, é equivalente a 2,4, ou seja, duas vezes e meia maior que o
valor tabelado. O modelo gerado prediz valores que sdao razoavelmente
similares aos resultados experimentais. O ajuste para a eficiéncia de
encapsulacdo (R?* = 0,58) ndo foi tdo bom quanto o do rendimento (R? = 0,84).
Os valores positivos dos parametros representam influéncias positivas dos
mesmos no rendimento e na eficiéncia de encapsulacdo. As superficies de
reposta para rendimento em coacervados sao apresentadas na Figura 35, em

funcdo das principais variaveis do processo.
Y, =77,9+149X, +21,0X, —10,5X,> =30X,” +12,6X,X, —-17,7X X,

Y, =49.9+5,7X, + 248X, +8,2X,
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Rendimento em coacervados
4 factors, 1 Blocks, 28 Runs; M3 Residual=182 3228

420
g0
7 a0
2
B -76,854 9
Il -50,781 % 40
N -44,708 2 g0
[ -28,635 Z
[ 1-12,561 e
13512
[ 19,585
Bl 35,658
Bl 51,731
Bl 67,804
Bl above
Rendimento em coacervados
4 factors, 1 Blocks, 28 Runs; MS Residual=182 3228
120
g0
D 40
32 0
I -109,311 2 40
B -90,415 % w0
I -71,519 % 50
[ -52,622 z A
[ 1-33,726
[ 1-14,829
[ 4,067
Bl 22963
B 41,86
B 60,756
Il above

Figura 35. Superficies de contorno obtidas a partir do planejamento

experimental completo de particulas produzidas com GE:GA e dleo essencial
de vetiver.
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5.5.3 Sistema Gelatina- Pectina

A Tabela 17 apresenta as condicdes dos ensaios e os resultados de
rendimento (Y1) obtidos para 11 ensaios experimentais entre os biopolimeros

gelatina e pectina.

Tabela 17. Planejamento fatorial fracionado GE:PE para o 6leo de améndoas.

X1 X2 X3 X4 X5 Y1
1 40 3 5 2:1 1 35,53
2 40 3 1 2:1 2,5 27,65
3 60 3 1 1:2 1 91,97
4 60 3 5 1:2 1 77,09
5 40 4 5 1:2 2,5 0
6 40 4 1 1:2 1 0
7 60 4 1 2:1 1 0
8 60 4 5 2:1 2,5 0
9 50 3,5 2,5 1:1 1,25 29,58
10 50 3,5 2,5 1:1 1,25 50,21
11 50 3,5 2,5 1:1 1,25 44,20

(X1) Temperatura de solugdo polimérica (°C); (X2) pH de coacervacdo; (X3)
Concentragdo de polimero total (%); (X4) Proporcdo entre polimeros (GE:PE); (X5)
Quantidade de ativo (g).

As condicbes experimentais foram selecionadas com base no
planejamento experimental fatorial discutido acima e por isso, o tempo e a
velocidade de homogeneizacao foram fixados nos valores dos pontos centrais
do sistema goma arabica-gelatina, ou seja, 2,5 min e 14000 rpm. As demais
variaveis (temperatura da solucdo polimérica (x1), pH de coacervagao (x2),
concentracao total de polimero no sistema (x3), proporcdo entre a gelatina e a
pectina (x4) e quantidade de ativo (x5)) foram estudadas através de um
planejamento experimental fatorial fracionado 2°3, com trés repeticbes no

ponto central.

Como descrito em materiais e métodos, as condicdes de concentragao

de polimero total e proporcao entre os polimeros foram modificadas em relagdo
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ao sistema de goma-arabica e gelatina, em funcdo da alta viscosidade

provocada pela pectina.

As variaveis que apresentaram influéncia no rendimento de coacervados
foram temperatura, pH e proporcao entre os polimeros. O aumento da
temperatura, de 40 para 60°C, tende a melhorar a coacervagao. Apesar da
estreita faixa de pHs, adotada em funcdao do estudo de absorbéancia, a
alteracao do pH para 4,0 prejudicou significativamente o processo, para este
par polimérico. Ao contrario do caso da gelatina e goma arabica, aumentar a
quantidade de proteina nao favoreceu a formacdao de coacervados, indicando
gue a pectina, nestas condicdes, apresenta uma quantidade de cargas baixa e
guase insuficiente para coacervar, e em conseqliéncia, o rendimento médio

ficou em torno de 32,4% (Figura 36).

P=0,05

pH (L) -6,7
Temperatura (L) 3,1
GE:PE (L) -3,0
Conc. Polimero (L) -1,6
Oleo de améndoas (L) 0,8
-1 0 1 2 ’ 3 4 5 6 7

Efeito estimado

Figura 36. Grafico de Pareto para rendimento em coacervados, do
planejamento de particulas produzidas com GE:PE e dleo de améndoas.
R%=0,93. Média de rendimento em coacervados 32,4%.

O O6leo de vetiver foi encapsulado e foram avaliadas apenas as
proporgdes entre os polimeros e uma faixa mais estreita de pH. A concentragao
de polimero total ndo pode ser alterada para grandes concentracdes e foi
mantida a 1,5% de polimero total, a temperatura e a quantidade de 6leo foram
fixadas nos pontos centrais do experimento feito com o d6leo de améndoas, ou
seja, x1=50°C e x5= 1,75 g.
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Tabela 18. Planejamento fatorial completo para o d6leo de vetiver com o par

pectina-gelatina.

X2 X4 Y1
1 3 1:1 0,9294
2 4 1:1 0,4712
3 3 1:2 0,5710
4 4 1:2 0,1384
5 2,8 1:1,5 0,5629
6 1,41 1:1,5 0,4520
7 3,5 1:0,8 0,9616
8 3,5 1,41 0,2952
9 3,5 1:1,5 0,4385
10 3,5 1:1,5 0,3074
11 3,5 1:1,5 0,4156

(X2) pH de coacervacao; (X4)Proporcao entre polimeros (GE:PE)

. P=0,05

GE:PE (L) o0
PH (L) 28
pH (Q) 1.3
GE:PE (Q) 038
GE:PE (L) xpH (L) 0,1

-0,5 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5
Efeito estimado

Figura 37. Grafico de Pareto para o rendimento em coacervados, do
planejamento de particulas produzidas com GE:PE e o 6leo de vetiver. R? =
0,79.

Na situagdo otimizada, o rendimento médio ficou em torno de 40%. As
particulas formadas mesmo em condicdes de alto rendimento (ensaio 7
(96,2%) e ensaio 1 (92,9%)) apresentaram-se sem forma definida (Figura
38). Devido a similaridade entre as morfologias obtidas, duas micrografias,

correspondentes aos ensaios 6 (similar aos ensaios 1, 2, 10 e 11) e ao ensaio
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9 (similar aos ensaios 3 a 5; 7 e 8) foram representativas do comportamento

observado nesta seqliéncia de experimentos.

O coacervado foi formado na forma de precipitado e esse precipitado foi
o responsavel pelo aprisionamento do 6leo na fase coacervada. Ndo houve a
formacdo de um filme em torno da gota de d6leo ou de uma matriz esférica
como no caso da goma arabica, situacbes que caracterizam a técnica de

microencapsulacdao. Em funcdo disso, a eficiéncia de encapsulacdo ndo foi

avaliada para este sistema.

Figura 38. Microparticulas formadas a partir de um planejamento completo
23para o 6leo de améndoas com pectina-gelatina. Os nimeros correspondem

aos ensaios realizados

Como mencionado anteriormente, a massa molecular do carboidrato
pode alterar a intensidade de interagdo entre ele e a proteina. Alguns autores
atribuem este fator a influéncia que a estrutura do polissacarideo apresenta
nas propriedades de superficie das proteinas [TSAPKINA et al., 1992;
DICKINSON & SEMENOVA, 1992; PAVLOVSKAYA et al., 1993; ANTIPOVA &
SEMENOVA, 1997a; DICKINSON, 2003].

DICKINSON et al. [1998], num estudo sobre a influéncia da pectina na

estabilizacdo de emulsdes de caseina, estabeleceram que as interagdes
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termodinamicamente favoraveis entre proteinas (caseina age B) e
polissacarideos (pectina) sao responsaveis pela diminuicdo drastica na
atividade de superficie da proteina, especialmente nas regides hidrofdbicas.
Por sua vez, podem causar o aumento na viscosidade de superficie dos filmes
de proteina adsorvidos e o cremeamento das emulsdes estabilizadas na
presenca dos polissacarideos [DICKINSON et al., 1998; SEMENOVA et al.,,
1999].

Outro fator que pode ser responsavel pela ndo formacdo de capsulas
com a pectina é o volume livre das moléculas em solugdo. TOLSTOGUZOV
[1997] considera que o efeito do volume excluido pela molécula provoca um
aumento na taxa de geleificacdo de géis mistos com proteina. A exclusao do
biopolimero faz com que cada um comporte-se como se estivesse numa
concentracao muito maior no mesmo volume e que para formar capsulas tendo
a pectina como polissacarideo, é necessario trabalhar numa concentragdo

muito diluida do polimero.
5.6 Ensaios de secagem, reticulacao e reidratacao

Testes de secagem foram realizados nas microcapsulas contendo o dleo
de vetiver. Os métodos adotados devem garantir que a agua saia sem
deformar a parede da microcapsula e sem que haja perda de compostos
volateis. Portanto, em razdo da fragilidade da parede da particula e da
dificuldade de usar altas temperaturas, foram escolhidos como processo de
secagem, a liofilizacdo e a secagem com CO, supercritico. As particulas
geradas a partir da secagem pelos dois processos podem ser visualizadas nas
a 41. A liofilizacdao exige o congelamento da agua presente nas microcapsulas
e a remocao é feita pela sublimagao em funcdo da reducao de pressao (vacuo)
do sistema. O congelamento foi feito de duas maneiras: rapidamente com o

uso de nitrogénio liquido (Figura 39) e lentamente, em freezer (Figura 40).
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500X 10kv

1000X 10ky

Figura 39. Microscopia eletronica de varredura (SEM) das microcapsulas de dleo de
vetiver (2,5%p/v, 1:1 GA:GE, pH4,0) liofilizadas a partir de um congelamento com
nitrogénio liquido. Aumentos de 100x (A), 500x (B), 1000x (C, D).
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000X 10kv 500X 10kv

)

500X 10ky 10dX 10kv

Figura 40. Microscopia eletronica de varredura (SEM) das microcapsulas de dleo de
vetiver (2,5%p/v, 1:1 GA:GE, pH4,0) liofilizadas a partir de um congelamento
gradual. Aumentos de 1000x (A), 500x (B, C), 100x (D).
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A taxa de congelamento alterou bastante a morfologia externa das
particulas. O passo de congelamento é de fundamental importéncia por
determinar a estrutura dos cristais formados [DAWSON & HOCKLEY, 1991;
KRAMER et al., 2002]. As caracteristicas da matriz congelada no minimo
influenciam a taxa de secagem primaria e secundaria, a recristalizagdo do

produto e a agregacao protéica [SEARLS et al., 2001].

O congelamento rapido, acontece de maneira descontrolada e a
transferéncia de calor através da suspensao provoca uma nucleacdo e
crescimento de cristais de gelo ndo uniformes causando portanto uma
heterogeneidade de poros [OBRIEN et al., 2004]. Assim, poros conectados da
superficie ao interior da particula puderam ser observados quando a taxa de
congelamento das particulas foi muito rapida. Acredita-se que neste caso, nem
toda a agua foi congelada e que o processo de desorcdo da agua residual
(secagem secundaria) provocou a interconexdo dos poros com a superficie da

particula (Figura 39).

As particulas produzidas com o congelamento lento apresentaram-se
bastantes lisas e, ao acaso, algumas estruturas possuiam orificios grandes e
escassos para serem considerados poros. Elas mantiveram a forma esférica,
apesar de apresentarem pontes ligando as microparticulas, efeito provocado

pelo processo de secagem utilizado (Figura 40).

DAWSON & HOCKLEY [1991] examinaram, por microscopia eletronica de
varredura (SEM), a estrutura de algumas preparacoes liofilizadas baseadas em
proteinas. Eles variaram a taxa de congelamento de muito rapida (150°C/min)
a muito lenta (1°C/min) e as observagbes microscépicas evidenciaram uma
variedade de estruturas que estavam provavelmente relacionadas a direcao de

crescimento do cristal de gelo.

Quando elevadas temperaturas e pressao atmosférica ou vacuo sdo

aplicadas, a presenca de duas fases (uma liquida e uma vapor) permite a
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evolucao de pressao capilar dentro dos poros. Conseqlientemente, quebras

podem ocorrer na matriz mudando a estrutura original [ORLOVI] et al., 2005].

A secagem por CO, supercritico € uma alternativa aos métodos
convencionais por utilizar condicdes brandas de temperatura (pouco maior que
31,1°C) e pressdo (pressao critica do solvente 72,8atm). Além disso, ela
consiste na evaporagao de um solvente, cuja fase vapor possui uma tensao
superficial menor que o vapor d’agua, o que produz uma pressao capilar muito

baixa.
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? & 8 3 e J
100X 10kv 500X 10kv

250X 10kv

Figura 41. Microscopia eletronica de varredura (SEM) das microcapsulas de
oleo de vetiver apos a secagem por CO, supercritico, em diferentes campos do
stab. Aumentos de 100x (C), 250x (E), 500x (D,F), 850x (A) e 3000x (B).

Quando uma substancia na fase liquida a uma pressao maior que sua

pressao critica é aquecida, ela passa da transicdo de um liquido para um fluido
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supercritico a uma temperatura critica. Os critérios adotados para se escolher
um fluido para secagem supercritica € que ele deva ser quimicamente inerte e
possuir uma temperatura supercritica baixa. O processo € realizado pela troca
gradual da agua pelo alcool, realizada pela imersao seqliencial das particulas
em meios com porcentagens de alcool variando de 10 a 100%, a troca do
alcool pelo gas carbodnico fluido (temperatura ambiente), aquecimento a 35 °C

e posterior arraste do didéxido de carbono.

As microcdpsulas secas por fluido supercritico apresentaram-se de duas
maneiras: umas lisas e outras porosas. Apesar de porosas, quando se analisou
ampliadamente esses poros, pode-se verificar que eles estavam fechados por
uma fina pelicula (Figura 41B). Este comportamento similar a uma esponja
também foi observado nas amostras liofilizadas por congelamento rapido
(Figura 39).

5.6.1 Caracterizacao das matrizes reticuladas

As particulas foram reticuladas com dois agentes diferentes, a
transglutaminase e o glutaraldeido e as caracteristicas fisicas estdo
explicitadas na Tabela 19. Os agentes utilizados para a reticulagao da proteina
formadora do complexo com a goma arabica provocaram mudancas na
densidade das particulas. As particulas reticuladas com transglutaminase e
desidratadas apresentaram-se mais soltas que as originais desidratadas, o que
implicou numa compressibilidade maior. As particulas reticuladas com
glutaraldeido, por sua vez, ndo apresentaram diferencas de densidade mas

visualmente eram bem mais escuras que as particulas sem reticulagao.
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Tabela 19. Propriedades de densidade e compressibilidade das particulas

reticuladas.

Densidade Densidade do Compressibilidade  Umidade
global (g/mL) arranjo (%) (%)
compacto
(g/mL)
Sem reticulagao 0,14+0,01* 0,225%+0,009° 38,66 10,2+0,2
Glutaraldeido 0,158+0,005° 0,26+0,01° 38,23 8,6+0,3
Transglutaminase | 0,081+0,005° 0,144+0,013° 43,47 11,48+0,02

*Média de triplicatas. Comparacdo estatistica entre colunas (p<0,05).

As particulas reticuladas e desidratadas foram visualizadas em
microscépio eletronico de varredura. A Figura 40, contendo as microscopias
eletronicas de tais particulas, indica que embora as reticuladas tenham
mantido alguma esfericidade, elas apresentaram algumas pontes sélidas entre
elas, o que sem duvida pode ter influenciado nos resultados de densidade dos

pos.

As medidas de tamanho das particulas reticuladas foram inicialmente
realizadas por dispersao de particulas e detecgao de luz espalhada (Laser Light
Scattering). A possibilidade de aglomeragdo das particulas durante a secagem
por liofilizacdo, devido aos processos de reticulacgao ou ao introduzir as
particulas nos meios de liberacao escolhidos sugeriu que a medida por
microscopia Optica pudesse apresentar melhores resultados para avaliar o
tamanho médio ou o inchamento das particulas. Isto péde ser confirmado
através da comparacao entre a medida obtida por difracdo de luz e a obtida

em microscoépio otico.

A Figura 42 apresenta as distribuicbes de tamanho obtidas por
espalhamento de luz utilizando laser, para particulas reticuladas umidas em
agua, no tempo inicial e apds cinco minutos sob agitacdo. A Figura 42A
apresenta os histogramas da transglutaminase e indica que houve uma
alteracao no perfil de distribuicao de tamanho passando de unimodal para uma

distribuicdao bimodal, mesmo que com pouca variagdo no tamanho médio. Essa
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tendéncia de aglomeracdo das particulas ocasionou uma leitura irreal do
tamanho médio (86,87um) frente ao observado microscopicamente (51,56um)
[Tabela 20]. No segundo caso, particulas Umidas reticuladas com glutaraldeido
(Figura 42B), apesar de manterem a distribuicdo unimodal, apresentaram um
tamanho médio de particula muito superior (223um) ao obtido pela
microscopia otica (39,1um)[Tabela 20]. Assim, as medidas de tamanho e

inchamento foram realizadas em microscépio 6tico por analise de imagem.

Tempo inicial Apos 5 minutos sob agitacdo
Volume (%) Volume (%)

20 R 100 20 100
A / 190 90

180 480

70 J70

160 160

10 50 10 50
4o 40

130 430

20 120

10 J10

0 - 0 0 - 0

0.1 .0 10.0 100.0 1000.0 10000.0 0.1 .0 10.0 100.0 1000.0 10000.0

20 100 20 100
B 190 90

180 80

{70 {70

160 60

10 50 10 50
40 4o

30 B0

20 20

110 110

0 0 0 0

0.1 .0 10.0 100.0 1000.0 10000.0 0.1 .0 10.0 100.0 1000.0 10000.0
Particle Diameter (um.) Particle Diameter (um.)

Figura 42. Distribuicao de tamanho e diametro médio: DO- inicial e D5- ap6s 5
minutos. (A) transglutaminase D0=81,07um e D5=86,87um. (B) glutaraldeido
D0=220,7pm e D5=223um

A escolha da microscopia 6tica para a medida dos tamanhos médios,
embora tenha apresentado desvios padrao altos (Tabela 20), permitiu que

aglomerados visiveis pudessem ser excluidos da medida de tamanho médio.
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A acao dos agentes reticulantes sobre as propriedades de permeacao de
diferentes solventes na matriz polimérica foi avaliada. A Tabela 20 apresenta
os didametros médios das particulas secas (em glicerina), Umidas (em agua) e
particulas secas e Umidas, nos meios de liberagao testados: alcool, SDS (5 %)
e Tween 80 (2%).

Tabela 20. Média do diametro (Um) das particulas umidas e liofilizadas
apos 1h de suspensao em diferentes meios.

Transglutaminase Sem reticulacdo Glutaraldeido
Umidas Secas* Umidas Secas Umidas Secas
Agua 52 +7 45 +15 44 £ 9 39413 39+9 33 13
Alcool 54 £ 15 43 £ 22 19 +6 36 £16 38+15 36 +14
SDS 5% 121 + 40 142 £ 85 - - 73£33 33 £8
Tween
2% 114+35 123 + 42 47 + 16 57 £ 50 69+29 29+ 9

* determinacdo em glicerina. Média de 150 particulas.

As particulas desidratadas, independentemente do tratamento de
reticulacao utilizado, puderam ser novamente hidratadas, voltando ao seu
tamanho original. A ligeira diminuicdo observada entre os diametros das
particulas Umidas e secas em agua, ndao é estatisticamente significante
(p<0,5).

No entanto, todas as particulas Umidas e as secas, com excecao das
reticuladas com glutaraldeido, incharam quando colocadas em solucdes de
tensoativos e o0s maiores diametros foram observados para particulas
reticuladas com transglutaminase, que praticamente triplicaram o tamanho em
relacdo as originais. A variacdao de tamanho das microparticulas Umidas sem
reticulagdo, ao serem colocadas em Tween80 2%, foi menor que as particulas
reticuladas. Apesar do aumento do diametro, independentemente do
tensoativo e da concentracdao do mesmo, o SDS mostrou uma tendéncia em
inchar mais as particulas, mas deve-se ressaltar que o método utilizado
apresentou alta variabilidade indicando que o numero de particulas medido

deveria ter sido aumentado para diminuir o desvio padrao.
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Com base nas particulas originais (em agua) umidas sem reticulagao, o
tratamento da matriz polimérica com glutaraldeido diminuiu ligeiramente o
tamanho médio das particulas enquanto que a reticulacdo enzimatica provocou
um aumento no tamanho médio. A reticulacdo com glutaraldeido provocou um
comportamento diferente nas particulas, que apds desidratadas, nao atingiram
o0 mesmo tamanho que a respectiva particula Umida, quando reidratadas nos
diferentes meios. Este comportamento pode indicar uma maior reticulagdo com

0 agente quimico que com a transglutaminase.

BACHTSI & KIPARISSIDES [1996] mostraram que um aumento no grau
de crosslinking com glutaraldeido resultou em uma reducdo tanto da taxa de
volume de equilibrio de inchamento (EDVS) quanto da liberacdao do ativo,
quando microcdpsulas de PVA (alcool polivinilico) com 6leo de santosol foram
obtidas por coacervagdo. Este efeito foi atribuido a reducdo do tamanho de

poro molecular na matriz.

O grau de inchamento de microparticulas é dependente da natureza
guimica do agente reticulante, mas a acdo tipica deste agente é reduzir a
mobilidade de cadeias macromoleculares e, portanto, diminuir o grau de
inchamento de microparticulas em relacdo as microparticulas sem reticulacdo
[RAMARA] & RADHAFRISHNAN, 1994; AGNIHOTRI & AMINABHAVI, 2004;
VANDELLI et al., 2001]. Porém, KAKUGO et al. [2005] ja haviam observado a
diferenga entre os niveis de reticulagdo quando diferentes agentes sdao usados.
Os géis de miosina reticulados com hidrocloreto de 1-etil-3-(3-
dimetilaminoprolila) carbodiamida, glutaraldeido ou transglutaminase
apresentaram alta atividade Mg-ATPase mas os géis ligados pela
transglutaminase mostraram as mais altas sensibilidades e mobilidades de

filamentos de actina, quase como a miosina nativa.

Esta diferenca entre as acdes dos agentes reticulantes estdo
evidenciadas nos resultados apresentados na Tabela 20. Apesar disso, a

determinacao do numero de grupos aminas livres, condicdo que quantifica a
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reticulacao, nao foi feita neste trabalho. Portanto, as diferencas entre as
particulas existem, mas nada pode ser afirmado em relacdo aos agentes
usados, ja que as condicdes adotadas para reticulacdo ndo garantem que o

mesmo numero de grupamentos esteja intercruzado.

Os niveis de incorporacdo de glutaraldeido na reticulacdo de tecidos
protéicos de bovinos foram avaliados por GOLOMB et al. [1987]. Eles
verificaram que a quantidade do agente reticulante controla a extensdo das
ligagdes transversais até um valor critico. Pequenas quantidades de
glutaraldeido (até 150 ng/mg) resultaram em reticulacdo limitada (26,1
residuos de lisina livre /1000 aa). Em contraste, o aumento do glutaraldeido
induziu mais ligagOes transversais (8,2 residuos de lisina livre/1000 aa) e
maior estabilidade frente a acdo da colagenase (95% do peso residual apds

digestao frente a 4% do primeiro tratamento).

O efeito desidratante do alcool foi observado pela reducdo do diametro
médio das particulas nado-reticuladas. Em microscépio, essas particulas
desidratadas pelo efeito do alcool exibiram superficies derivadas das particulas
esféricas originais porém distorcidas pela perda de volume interno, como um
resultado do processo de desidratacdo rapido provocado pelo contato com o
alcool. Apesar do processo de liofilizacdo ser um processo de desidratagao, a
velocidade de retirada de agua influencia de tal maneira na estrutura da
particula que as amostras Umidas e secas ndo reticuladas quase ndo tiveram
alteracdo de didametro médio (Tabela 20). No entanto, a amostra Umida
guando desidratada pelo efeito do alcool, apresenta uma reducdo drastica de
tamanho, e apesar disso, ao ser reidratada, a particula volta ao tamanho e

forma originais.

As microparticulas Umidas que sofreram reticulacdo, apds serem
inseridas em alcool, praticamente ndao apresentaram variacdao de tamanho,
independentemente do agente de reticulacdao utilizado. Isto pode ser uma

indicacao de que o crosslinking deve ter alterado a porosidade da matriz
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polimérica Umida, dificultando assim a saida de &gua das particulas

reticuladas.

Apds a secagem por liofilizagdo, as microparticulas apresentaram o
mesmo comportamento observado para as particulas umidas, com a seguinte
ordem de tamanho, medido com as particulas suspensas em glicerol:
particulas reticuladas com glutaraldeido < particulas sem reticulacdo <
reticuladas com transglutaminase (Tabela 20). Os diametros das particulas
secas quando em contato com o alcool ndao sofreram alteragdes drasticas por

ndo possuirem grande quantidade de agua.

O inchamento das particulas secas também foi acompanhado pela
medida da variacdo de peso, apds uma hora de imersdo das particulas nos
diferentes meios estudados (Tabela 21). Embora o método também apresente
limitacdes especialmente quanto a quantidade de dgua presente no papel de
filtro apos a filtracdo das suspensdes de particulas, os desvios padroes foram

menores que os observados para a medida direta dos diametros médios.

Considerando a massa média das particulas secas, o aumento de peso
ap6s entumescimento representou variacdes de 1,1 vezes até 13,8 vezes o
peso inicial de particulas secas, dependendo do tipo de agente reticulante e da
caracteristica do meio. Estes extremos podem ser visualizados nas
microscopias inseridas na Tabela 21 e correspondem as particulas reticuladas
com glutaraldeido e colocadas em alcool (menor inchamento) e particulas
reticuladas com transglutaminase colocadas em SDS 5% (maior inchamento) e
em ambos o0s casos, € possivel observar que as capsulas se apresentavam

integras e aparentemente esféricas.

As ordens de grandeza observadas entre as particulas foram
semelhantes as medidas apresentadas na Tabela 20, onde particulas
reticuladas com glutaraldeido apresentaram menor inchamento que as

particulas sem reticulacdo, enquanto as reticuladas com transglutaminase
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apresentaram as maiores variacbes de peso comparadas aos pesos Secos

iniciais.

Tabela 21. Inchamento das microparticulas secas observado pela variagdo de

peso nos meios de liberagao estudados*

Meio de liberagao

Tipo de reticulacdo

Variagdo de peso

Alcoo
Alcoo
Agua
Tween 2%
Agua
Tween 2%
Agua
Alcoo
Tween 2%
SDS 5%
SDS 5%

Glutaraldeido
Sem reticulacao
Glutaraldeido
Glutaraldeido
Sem reticulacao
Sem reticulacao
Transglutaminase
Transglutaminase
Transglutaminase
Glutaraldeido
Transglutaminase

1,1+ 0,1f
1,4 £ 0,5ef
2,5+ 0,1de
28+0,1d
29+04d
3,0+£0,1d
3,6 £ 0,3bcd
3,7 £ 0,3bc
3,9 £0,2bc
4,4+1,1b
13,8 £0,3a

*Micrografias inseridas na Tabela representam situacdes de minima e

maxima variacdo de peso. Particulas reticuladas com glutaraldeido,
em alcool (A) e particulas reticuladas com transglutaminase,

em SDS 5% (B).

» @s @ @

@

1 00um

No caso das particulas liofilizadas que apresentaram inchamento, o

processo de absorcdo de agua ocorreu de forma extremamente rapida,

acompanhado por microscopia o6tica, porém ndo apresentado neste trabalho,

observando-se que as particulas inchavam em tempo ndo superior a 1 minuto.

Parece que o inchamento das particulas estd associado a reticulagdo. A

taxa de entrada do solvente é maior que a de saida. Esse fen6meno fica mais

evidente em particulas reticuladas com transglutaminase e inseridas em

tensoativo anidnico. Provavelmente, as diferencas de reticulacdo entre os

agentes possam ser explicadas pelo glutaraldeido, pois apesar da reticulagcao

nos dois casos poder ocorrer intra e intermolecularmente, o agente quimico

entra entre os grupos ionizaveis das proteinas e forma uma capa rigida que

ndo permite a elasticidade para o inchamento e nem o fluxo de substancias tédo

facilmente como a transglutaminase, que é apenas um catalisador da reagao.
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CHEN, HO & SHEU [2005] examinaram o efeito da MTGase no
crosslinking de matrizes colaginosas e verificaram a dependéncia com fatores
de reacdo como pH das solucdes de colageno, temperaturas de incubacao e
concentracao de enzima. As matrizes com pHs entre 3 e 4 exibiram maiores
resisténcias a tensao que as com maiores pHs. A temperatura de desnaturacao
das matrizes com transglutaminase aumentaram, comparadas as nao tratadas
e a enzima nao causou citotoxicidade. Assim, as condicdes de reticulagdo para
a utilizacao da transglutaminase, como agente modificador de barreira, devem

ser otimizadas.

Mesmo assim, LASTOWKA, BROWN & MAFFIA [2005] verificaram o
efeito das potencialidades de técnicas quimicas (glutaraldeido), fisicas
(secagem dehidrotérmica) e enzimatica (transglutaminase) de crosslinking no
coladgeno moido. Eles avaliaram o grau de reticulacdo de cada técnica, pela
medida de amina livre, a resisténcia a hidrdlise pela enzima colagenase e o
tamanho dos complexos formados. Concluiram que o glutaraldeido é o agente
gue provoca 0 maior grau de reticulacdo, com menos aminas livres, os
agregados formados possuiam os maiores tamanhos e eram mais estaveis. A
transglutaminase também formou agregados grandes, ou seja, possui
capacidade de reticulagcdo, mas uma menor quantidade destes agregados
pareceram estaveis a degradacdo da colagenase. A reticulagao fisica testada
produziu agregados tdo suscetiveis a acdo da enzima colagenase quanto o

colageno sem tratamento.

Este fato é confirmado pelas curvas de liberacdo que mostram que, em
todos os meios estudados, o glutaraldeido ofereceu maior resisténcia a

liberacao do composto fluorescente.
5.6.1.1 Efeito do tensoativo na estabilidade da particula

A Figura 43 mostra a desestabilizacdo da matriz coacervada pela

competicdo do tensoativo idnico na concentracdo acima da micelar critica.
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Como esperado, microparticulas Umidas ndo reticuladas ao serem colocadas
em solucao de SDS (5%), foram erodidas rapidamente, desfazendo-se
totalmente em pouco tempo (2 minutos). Somente as capsulas que sofreram
crosslinking mantiveram-se aparentemente integras nos meios contendo o
tensoativo anidnico. Na Figura 43A é possivel observar que as particulas
umidas sem reticulacdao foram totalmente desfeitas na captacdo feita apods
cinco horas. O efeito ja era perceptivel apds 10 seg de imersao das particulas
nao reticuladas em SDS 5% (Figura 43). O meio contendo Tween 80 nao
apresentou problemas de erosao para particulas sem reticulagcao ou reticuladas
(Figura 44).

O efeito da interacao do SDS na estrutura da gelatina foi anteriormente
relatado por alterar a conformacdo e dimensdao da molécula de gelatina em
solucdo. Isto pode ser refletido na consisténcia das solucdes e géis de gelatina
[GAUTAM & SCHOTT, 1994], espessura, estrutura e entumescimento de filmes
[WUSTNECK & MULLER, 1986; SEEBOTH, WUSTNECK & OTTO 1990], adsorgao
na interface, estrutura e porosidade de microcapsulas formadas por gelatina
[SOVIL] et al., 1993; SUZUKI & KONDO, 1982; SOVILJ, 1998].
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Figura 43. Microcapsulas de vetiver sem reticulagdo (A), com glutaraldeido
(B), com transglutaminase (C). Os meios da esquerda pra direita sdo agua
(coluna 1), em SDS 5% apés 10s (coluna 2) e em SDS 5% apé6s 24h

(coluna3).

A matriz nao se desfez quando agentes reticulantes foram usados para
estabilizar as ligacdes covalentes. Este comportamento de competicdao nao
ocorre com tensoativos sem carga como é o caso do Tween 80. A Figura 44
apresenta as particulas sem reticulagdo e reticuladas imersas em solucbes de

Tween 80 com diferentes concentragoes.
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Figura 44. Microcapsulas de vetiver sem reticulagcdo (A), com glutaraldeido
(B), com transglutaminase (C). Os meios da esquerda pra direita sdo agua
(coluna 1), em Tween 2% apés 10s (coluna 2) e em Tween 2% apoés 24h
(coluna 3).
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5.7 Estudo de Liberacao

Neste estudo, foi sistematicamente investigado o comportamento de
liberacdo do marcador fluorescente (KD) de microparticulas coacervadas com
porosidade modificada pela acao de dois agentes reticulantes diferentes, mas
que fazem uso do mesmo grupo (lisina) para reticularem. Além disso, o efeito
da escolha de trés meios diferentes foi avaliado nas propriedades de liberacao
do composto. A liberacao de KD solubilizado foi modelada e o coeficiente de
difusao foi estimado para todos os casos mencionados. A medida de liberagao

foi examinada por espectroscopia de fluorescéncia.

As condigoes de liberacao como agitacao, temperatura e quantidade de
particulas/volume de solvente ndo foram exaustivamente estudados mas
foram utilizadas condicdes que garantem a ndo saturacao do meio e da
superficie externa das particulas. Assim sendo, a escolha das condicdes de
liberacao bem como do solvente foi baseada no estudo de solubilidade do

material encapsulado no solvente de liberacao.

Diagramas ternarios de fases entre o veiculo (6leo de vetiver), dgua e os
meios foram construidos com base em relacdes massicas entre os constituintes
(Figura 45 a Figura 47) e a area hachureada representa os pontos em que a

solugdo manteve-se limpida e em uma Unica fase.

A Figura 45 mostra o diagrama de fases para o sistema vetiver-agua-
alcool. Para quantidades inferiores a 60% de 6leo na mistura, foi possivel a
adicdo de agua até, aproximadamente 20%, maxima quantidade de &gua
incorporada. No sistema terndrio obtido, a maxima porcentagem de Odleo
essencial solubilizada foi de 44% quando se utilizou a mistura alcool etilico
anidro: agua (44:12%).

Apesar do carater hidrofilico parcial de alguns componentes do dleo de
vetiver, ndo foi possivel a insercdo de qualquer quantidade de dgua quando o

O0leo estava em concentracdes superiores a 60%, o0 que acarretou o
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aparecimento de turbidez no sistema. O etanol anidro foi solivel no dleo de
vetiver em todas as proporcdes. O 6leo de vetiver apresenta alta solubilidade
em alcool etilico (1:3 6leo:alcool 80%) [MERCK INDEX, 1996].

wetiver (3]
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Figura 45. Diagrama de fase parcial do vetiver nos solventes agua e etanol. I.
Regido onde a mistura dos trés componentes se encontra solubilizada. Linhas
pontilhadas indicam também situacao de solubildade.

A solubilidade do composto fluorescente no alcool etilico anidro foi
medida fluorimetricamente a partir da supersaturacao do composto no
solvente até se obter a precipitacdo cristalina do mesmo. A solubilidade
medida foi de 36,3 mg KD/mL de etanol anidro, quantidade muito superior as

utilizadas nos ensaios de liberacdo (2,08. 10 mg KD/mL etanol).

Os resultados observados no diagrama de fases da Figura 45 e na
medida de solubilidade do KD garantem que a quantidade de composto
fluorescente e de dleo de vetiver utilizado podem ser totalmente solubilizados

no volume de solvente utilizado nos experimentos de liberacao.

A capacidade de solubilizacdo do 6leo de vetiver por tensoativos de
classes diferentes também foi verificada. A Figura 46 apresenta a faixa de
solubilizacdo do vetiver em concentracdes diferentes de Tween80 em agua
deionizada. Uma quantidade bem menor de éleo pode ser solubilizada com o
uso deste tensoativo em relagdo ao alcool. No entanto, a reducdo da tensdo

interfacial entre o 6leo e a dgua é mais forte neste caso, sendo que uma maior
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guantidade de agua pode ser incorporada ao sistema de modo que o dleo
permaneca soluvel. O aumento da concentracdo de Tween 80, aumenta a
quantidade de vetiver que pode ser dissolvido em um volume constante de
fluido.

Wetiver (%)

8 100

G0
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Agua () 0 25 &0 74 1on Tween 80 (%)

Figura 46. Diagrama de fase parcial do vetiver em agua e Tween 80. A regido
hachureada representa situacdao onde a mistura dos trés componentes se

encontra solubilizada em uma fase.

A faixa de solubilidade na Figura 47, ou seja, com o tensoativo i6nico
SDS, foi muito restrita. O sistema demorou dias até atingir o equilibrio, e por
isso a concentracdao usada foi muito maior que a do tensoativo nao i6nico.
Compostos hidrofébicos podem reagir diferentemente a um dado tensoativo
dependendo de suas propriedades quimicas. Geralmente, o estudo de
dissolucao de drogas (bem menos apolares e com cadeias de comprimento
menores que a dos dleos) faz uso de concentracdes baixas de tensoativos com

a intencdo de aumentar a dissolugao e ndo maximiza-la.
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Figura 47. Diagrama de fase parcial do vetiver nos solventes dgua e SDS. A
regido hachureada representa situacdao onde a mistura dos trés componentes

se encontra solubilizada em uma fase.

Foram escolhidas como concentracdes para serem adotadas como meio
de liberacdao 2% (p/v) de Tween80 e 5% (p/v) de SDS. Esses valores foram
selecionados de modo a se trabalhar com a menor concentragdo que
provocasse a maior solubilizacdo do veiculo oleoso e que apresentasse a menor

interferéncia na medida fluorimétrica.

Geralmente para se manter as condigdes sink, quando a quantidade do
composto encapsulado é bem inferior a solubilidade do composto no meio, a
quantidade do meio de liberacdo usada ndo deve ser menor que trés vezes a
quantidade necessaria para formar a solucdo saturada do composto
considerado. Neste caso em especial, por nao se conhecer exatamente a
solubilidade do composto fluorescente no meio de liberacdao, foi utilizada a
mesma condicao adotada para o meio alcodlico - aproximadamente 0,002mg

de droga/ mL de meio).
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5.7.1 Caracterizacao das particulas produzidas com o éleo fluorescente
5.7.1.1 Producao do composto fluorescente

A metodologia adotada para extracdo/purificacdo do acido zizandico e
subseqiiente conversao a alcool, permitiu um rendimento médio de extracao

de 19,6% (p/p) e de 81,9% (mol/mol) de eficiéncia de conversao.

O fato do cloreto de dansila ser freqlientemente usado para aumentar a
sensibilidade a UV e fluorescéncia de poliaminas alifaticas [HEIMBECHER et
al.,1998] determinou a escolha como agente de derivacao e, embora a
eficiéncia de marcacdao do KD ndo tenha sido quantificada, a cromatografia em
papel frente a um padrdo contendo apenas khusimol, mostrou total conversao

nas condigoes utilizadas.

O composto formulado, dansilato de kusimila, foi identificado através de
seu espectro de RMN. Os resultados confirmam que a sintese foi efetuada com
sucesso. Sob condicdes normais o alcool- khusimol- tem maxima absorcdo na
regiao de 8= 4,44-4,61. A ligacao do composto dansilado pode ser vista pela

confirmacao da absorcao referente aos picos de C16 a C25, na Figura 48.
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Figura 48. Espectro de RMN do composto fluorescente formulado através da
ligacao de khusimol (1-15) com cloreto de dansila (16-25).

'H NMR CDCl; / 400 MHz: 5 (ppm): 0,88, 0,92 (2s, 6H, -CH;-12,13); 0,80-
1,36 (m, 2H, -CH,-10); 1,22-1,38 (m, 2H, -CH,-9); 1,22-1,71 (m, 2H, -CH,-
4); 1,30-1,65 (m.2H, -CH,-11) ; 1,48 (m, 2H, -CH,-3) ; 1,63 (m, 1H, -CH-8) ;
1,95 (m, 1H, -CH-2) ; 2,23 (m, 1H, -CH-5) ; 3,80-3,96 (dd, 2H, -CH-15, J,.15=
6,7 Hz, Jgem= 9,4 Hz) ; 4,44-4,61(2s, 2H, -CH,-14) ; 7,14 ( d, 1H, -CH-21, Jo;.
2= 7,52 Hz) ; 7,50 (m, 2H, -CH-22,23) ; 8,22 (m, 2H, -CH-18,19) ; 8,55 (d,
1H, 'CH'17, Ji7-18= 8,35 HZ)

13C NMR CDCI; / 100 MHz: § (ppm): 24,79 (C3); 25,22 (C9); 25,73
(C12); 26,31 (C4); 28,21 (C13); 32,98 (C10); 35,60 (C11); 40,04 (C7);
44,63 (C2) ; 45,34 (CHs),N-) ; 48,47 (C5) ; 49,10 (C8); 52,89 (C1); 73,59
(C15) ; 105,46 (C14); 115,51 (C21); 123,04 (C23); 128,43 (C18); 129,71
(C17); 129,86 (C22); 130,24 (C24, C25); 131,25 (C16); 131,61 (C20);
155,73 (C6).

A produgao do KD foi uma alternativa a valorizacao do dleo essencial de
vetiver, ja que o acido zizandico presente em grande quantidade no éleo de
vetiver brasileiro deprecia sua qualidade sensorial. A partir da extracdo do
mesmo pbdde-se aproveitar o “residuo” e formular um composto fluorescente. A
principal aplicagdo do composto marcador foi usa-lo como instrumento de

estudo do comportamento da parede de uma particula coacervada. No caso de
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Oleos essenciais, existem muitos compostos presentes no mesmo dificultando a
avaliacdo da liberacdo por espectrofotometria. A insercdo do composto
marcado no 6leo, antes da encapsulacdo, € uma alternativa razoavel para a

avaliacdo das propriedades de barreira das particulas obtidas.
5.7.1.2 Produgao das particulas com dleo fluorescente

Na produgado das particulas coacervadas contendo OF (dleo de vetiver +
composto fluorescente) observou-se nitida separagcao de fases. O mesmo
rendimento obtido com o dleo de vetiver foi obtido com este dleo. A partir de
um sistema inicial contendo 7,5 g de soélidos totais (polimeros:OF, 2:1) foram
obtidos 40,2 g de particulas com teor de umidade de 82,8 + 0,8%. O
rendimento massico de producdo das capsulas coacervadas foi de 89,6%.
Rendimentos semelhantes (89%) foram obtidos por BURGESS, KWOK &
MEGREMIS [1991], para o par polimérico goma arabica-albumina, enquanto
LAMPRECHT, SCHAFER & LEHR [2001] obtiveram valores variando de 32,0 a
84,2% de acordo com os agentes de endurecimento utilizados nas
microcapsulas coacervadas de gelatina/goma arabica. A eficiéncia de

encapsulacao do composto fluorescente KD foi alta atingindo 95%.

As caracteristicas morfoldgicas das particulas Umidas e secas foram
acompanhadas por microscopia oOtica e estdo apresentadas na Figura 49. As
particulas produzidas por esta técnica apresentaram tamanho médio de 43,5
Mm. Diametro médio semelhante (52,5 pym) foi obtido por NAKAGAWA et al.
[2004] na producdo de microcapsulas coacervadas de gelatina e goma arabica
com o6leo de soja. Aparentemente, o tamanho ndo foi influenciado pelo tipo de
ativo encapsulado, mas foi anteriormente comentado que as propriedades do
ativo podem alterar ndo s6 o tamanho como a forma, a eficiéncia de

encapsulacao e de processo.

Foi considerado que o composto KD estava amorfo ou molecularmente

disperso na matriz polimérica pela alta solubilidade que possui no 6leo de
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vetiver e pela consequlente distribuicdo do dleo nas particulas (Figura 49A). As
gotas do oleo fluorescente apresentaram-se visualmente liquidas, o que
indicou auséncia de cristalinidade nas microparticulas. Esta caracteristica é
particularmente vantajosa porque a concentragdao do ativo e o tempo de
estocagem podem alterar o estado fisico do composto encapsulado na

formulacdo, com efeitos indesejaveis na taxa de dissolugdo do mesmo.

1000X 10ky

Figura 49. (A) Microscopia oOptica de microparticulas de 6leo essencial de
vetiver. A barra de medida corresponde a 40um. (B) Microscopia eletronica de
varredura (SEM) das microcapsulas de dleo de vetiver liofilizadas. A barra de
medida corresponde a 10pm.

A analise da imagem do microscopio eletronico de varredura indica que
a forma esférica das particulas originais foi parcialmente mantida para as
particulas liofilizadas (Figura 49). Isto indica a presenca de pontes
responsaveis por manter a forma original, caso contrario seriam inteiramente
fundidas em uma massa amorfa. As particulas liofilizadas exibiram morfologia
esférica e superficie lisa sem qualquer ruptura ou poro mais evidente, tdo bem
como distribuicdo de tamanho monodisperso o que pode ter influenciado no

maior controle da liberagdo apresentado por este material.
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5.7.1.3 Fluorimetria

A inclusao do dansilato de kusimila ao vetiver permitiu alta sensibilidade
na deteccdo (ug/ml) do derivado KD no solvente de liberagdo mensurado
fluorimetricamente. Ndo foi observada interferéncia do etanol e do dleo de

vetiver na intensidade de fluorescéncia do KD nas condicdes de liberacgdo.

Para o calculo da quantidade inicial de dansilato de kusimila presente
nos sistemas utilizados para a liberacao foi utilizada a quantidade determinada
para as microparticulas Umidas ndo reticuladas corrigida pela eficiéncia de
encapsulacdao e pelo teor de umidade das particulas. Isto foi necessario uma
vez que o método de extracdo enzimatico ndo foi eficiente para as capsulas

reticuladas com glutaraldeido.

Dificuldades iniciais para a dispersdao das particulas em alcool etilico
anidro foram observadas para as capsulas Umidas que mostravam forte
aglomeragao ao serem colocadas no solvente. O problema foi contornado pela
suspensao das particulas em 1 mL de dgua, meio original das particulas, antes
da adicdo ao recipiente contendo alcool (300 mL), ja posicionado no banho em
agitacdo. Estratégia semelhante foi anteriormente adotada [POULIN et al.,
2003] Isto é possivel pois este sistema trabalha com grande volume de &lcool,
muito superior a quantidade de saturacdo da droga, e pelo fato de nédo
requerer grandes quantidades de microparticulas. O estudo de liberacdo foi

conduzido em condigdes sink.
5.7.2 Liberacdao em etanol anidro

Os perfis de liberacdo do KD das particulas Umidas e secas em meio
alcodlico sao apresentados na Figura 50. A barra de erro representa os desvios
da média de diferentes amostras (n=3 para cada preparacao). Estudos
preliminares de liberacdo em solugdes alcodlicas de concentragdes variadas

foram efetuados e os resultados obtidos apresentados no APENDICE A3.
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Figura 50. Curva de liberacdao kusimol-dansila em alcool (333/517nm).

As particulas coacervadas de gelatina e goma arabica mostraram-se
semipermeaveis controlando a liberacao do composto de baixo peso molecular
durante as 5 primeiras horas de experimento. No entanto, houve diferenca de
retencdo do composto entre as particulas secas e as Umidas. Pode ser visto
gue o KD é liberado das microparticulas apds 2 horas. Aproximadamente 90%
e 70% do composto encapsulado é liberado durante a primeira hora, para
particulas Umidas e secas, respectivamente. Embora ndo apresentado no
grafico, a liberacdo foi medida também apds 24 horas de ensaio observando-se
gue para as particulas umidas houve liberacao total do KD e para as secas, a
maxima liberacdo foi de 83,00 + 5,3%. Apesar da diferenca de retencao do

ativo, as particulas apresentaram o mesmo perfil de liberagao.

Este resultado pode ser atribuido a possivel diferenca de estrutura entre
as particulas, inerentes ao processo de desidratacdo observado. Isto pode
indicar que o acesso do solvente ao composto ocorre de maneira diferente ou
gue houve reducdo da porosidade da cdpsula com o processo de secagem. A

maior variabilidade interindividual associada as particulas Umidas sugeriu que
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o grau de dispersdo das mesmas pode também contribuir para estes
resultados. Uma outra possibilidade é que o processo de secagem tenha

permitido alguma interacao nao covalente entre o KD e os materiais de parede.

Particulas contendo o OF foram observadas por microscopia confocal.
Através da Figura 51, e pode-se observar a distribuicdo do ativo fluorescente
na matriz polimérica. Existe uma grande concentracdao do composto ao longo
do diametro da particula e muito préximo a borda externa. Acredita-se,
portanto, que a difusdo, no caso das particulas Umidas é controlada
principalmente pela penetracdo do meio através da matriz polimérica. As
particulas possuem os canais hidratados o que impede em parte, a interacdo
do composto fluorescente com a matriz polimérica- ja que este € um composto
hidrofébico - e permite que o solvente acesse o KD mais rapidamente,

liberando o composto inteiramente.

Figura 51. Microparticula produzida com OF observada por microscopia
confocal.

CHANG et al. [2003] observaram um comportamento de liberagao
completamente diferente ao usar metanol ou acetona como meio de liberagao.

P6de-se descrever um modelo para prever a liberagdo do corante azo

PRATA, A.S 166




RESULTADOS E DISCUSSAO

misturado a um ativo hidrofébico dioctilftalato, no metanol e em misturas
deste com acetona. No entanto, a acetona pura nao permitiu que houvesse
liberacdo devido a interacao com o ativo encapsulado. Isto indica, que o meio
de liberacdo a ser adotado deve satisfazer, além do que ja foi citado, que nao

haja interagdo quimica com o composto a ser liberado.

Ainda na curva de liberacao, observa-se uma fase inicial cuja fracao do
KD encapsulado foi liberado com efeito burst. O burst, neste caso, pode estar
associado a adsorcdo das moléculas de KD na superficie das microparticulas
gue tendem rapidamente a difundir nos primeiros tempos de incubacgdo, ja que
esta nao foi lavada com solvente organico para remocao, caso houvesse, de

composto nao encapsulado.

Numa segunda fase, o composto foi lentamente liberado, provavelmente
devido somente a efeitos difusivos. Este tempo /ag poderia ser relacionado a
formacdo de aglomerados das particulas o que diminuiria a liberagdo da droga.

A terceira fase foi marcada por um aumento gradual até tornar-se constante.

Liberagdes do tipo burst tém sido atribuidas a uma variedade de fatores
de formulacdo envolvidos em varios passos dos processos de manufatura, bem
como propriedades fisico-quimicas inerentes aos polimeros e as drogas
[LANGER, 1980; PEPPAS & COLOMBO, 1997]. A adsorcdo da droga na
superficie da matriz, uma distribuicdo desigual da droga na matriz e
morfologias porosas desta sdao os principais fatores cogitados por serem os
responsaveis pela rapida liberacdo da droga em ensaios de liberacdo [RAFATI
et al., 1997; TAKAHATA et al., 1998].

Observa-se que o teor de 60% do 6leo liberado apds 15 minutos em
contato com o meio nas particulas Umidas foi drasticamente reduzido (30%)
para as particulas secas. Como os dados da taxa de liberacdao foram

determinados sob as mesmas condicdes experimentais, as hipoteses
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relacionadas a diferenca de liberagao estao associadas as propriedades de

barreira das particulas e/ou a interacao material de parede/ recheio.

No caso das particulas umidas, a permissdao de uma difusdo facilitada
(menor resisténcia) através do filme estagnante, também esta associada a
porosidade do gel, pelo fato dos canais estarem desobstruidos. A alteracdo
estrutural provocada pelo processo de liofilizacdo geralmente é citada por
provocar um aumento no tamanho de poros [NAKAGAWA et al., 2004]. No
entanto, as capsulas liofilizadas produzidas por congelamento lento
apresentaram superficie bastante lisa e sem poros visiveis (Figura 40). O
processo de secagem pode ter alterado a porosidade da microparticula

aumentado sua propriedade de barreira.

Adicionalmente o estudo de inchamento mostrou que as particulas secas
introduzidas em etanol ndao apresentaram aumento de tamanho (Tabela 20)
indicando que se houve alteragdao na porosidade devido ao processo de
secagem, ela se manteve apds a introducdo no meio etandlico anidro,
contribuindo para a reducdo da liberacdao observada nas particulas secas. Uma
outra possibilidade é que a secagem pode ter permitido um aumento das

interacdes hidrofdbicas do derivado fluorescente com o material de parede.

As particulas Umidas e secas também foram reticuladas e nas duas
particulas pode-se observar o mesmo comportamento dos agentes
reticulantes. Eles nao alteraram o perfil de liberagao, sendo que uma liberagao
burst inicial p6éde ser observada e o glutaraldeido foi o responsavel por reter
maior quantidade de ativo na particula. A transglutaminase, nas condigdes
utilizadas apresentou pouca agao reticulante, permitindo que o composto fosse

liberado quase que na mesma taxa que a particula ndo tratada (Figura 52).
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Figura 52. Liberagdao acumulada (M./M,,) de particulas imidas (A) e secas (B).
SR- sem reticulacdao, Glu- reticuladas com glutaraldeido, Tgase- com

transglutaminase, em alcool.
5.7.2.1 Anélise cromatografica

A analise quimica do dleo essencial de vetiver comercial foi feita por
cromatografia em fase gasosa (GC e GC-MS), nas condicoes descritas
anteriormente, resultando no cromatograma apresentado na Figura 53. Os
picos cromatograficos numerados de 1 a 25 foram tentativamente identificados
por comparacao entre os indices de Kovats obtidos em CG-MS com os
espectros disponiveis na literatura [ADAMS et al., 2003, SELLIER et al., 1991,
CAZAUSSUS et al., 1988; WEYERSTAHL et al., 2000a, b] e estdo apresentados
na Tabela 22, sendo as quantidades expressas em porcentagem relativa de

area obtidas em CG.

PRATA, A.S 169




RESULTADOS E DISCUSSAO

IS, AT DESE.E
mooooo] 22
L TN 12
CE T
Aams oo e ]
Too oo o]
EL N T-N_1n
Ioooo o]

24

Ba
T

23

am oo To.eo ST FEREL] T HCLE] so.oo am.oo

Ty ————

Figura 53. Cromatograma do 6leo essencial de vetiver.

Pode-se observar a complexidade do 6leo essencial de vetiver,
exclusivamente constituido por sesquiterpenos hidrocarbonados e oxigenados.
Dos constituintes identificados, os mais importantes incluem o khusimol
(10,5%) e seu derivado &cido (acido zizandico) caracterizado por uma
estrutura triciclovetivena. O segundo maior composto é o B-vetiveneno (8,7%)
gue possui um esqueleto hidrocarboneto eremofilano acompanhado por seu
segundo isOmero g-vetiveneno (3,3%) e pelo alcool primario derivado
isovalencenol (2,7%). Os sesquiterpenos do tipo eudesmeno sdao igualmente
encontrados em quantidades relevantes na forma de cis-eudesma-6,11-dieno
(4,8%) e trans-eudesma-4(15)-7-dienol (2,4%). Em pequena quantidade
foram identificados alguns sesquiterpenos com o esqueleto cadineno (a e ©
amorfeno, y e 8- cadineno e a-calacoreno). A abundancia relativa destes

compostos normalmente estabelece a qualidade do dleo.

A composicao quimica do éleo de vetiver varia consideravelmente com a
localizacdo e a variedade da planta [ADAMS et al., 2003]. O éleo disponivel

comercialmente no Brasil possui uma quantidade de &cido zizandico (4,3%)
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muito acima da encontrada nos 6leos essenciais de vetiver do Haiti e Ilha da
Reunidao (2%) [ADAMS et al., 2003], que sao considerados os mais atrativos
para a fabricacgdo de perfumes. Todos os compostos individualmente e
coletivamente contribuem com a caracteristica de odor do vetiver [LAVANIA et
al., 2004], mas a-vetivona, B-vetivona e khusimol podem ser consideradas as
impressOes digitais do dleo de vetiver [DEMOLE, HOLZNER & YOUSSEFI,
1995].

Tabela 22. Nomenclatura dos compostos analisados no 6leo comercial de
vetiver

Nro pico Area(%) IK* | IK+
1 preziza-7(15)-eno 1,0 1432 | 1448
2 ziza-6(13)-ene (khusimeno) 2,0 1437 | 1453
3 a - amorfeno 2,6 1472 | 1473
4 cis- Eudesma-6,11-dieno 4.8 1480 | 1484
5 B -vetispireno (spirovetiva-1,7(11),10(14)-trieno) 1,6 1484 | 1486
6 nootkateno 0,8 1494
7 0 -amorfeno 1,5 1500 | 1497
8 Y -cadineno 1,4 1509 | 1512
9 0 -cadineno 0,7 1517 | 1517
10 Y -vetiveneno (eremophila-1(10),6,11-trieno) 3,3 1522 | 1517
11 a -calacoreno 0,8 1535
12 B -vetiveneno(eremophila-1,7(11),9-trieno) 8,7 1541 | 1547
13 N.1. 3,5 1554
14 khusimona (12-nor-Ziza-6(13)-en-2-ona) 0,9 1587 | 1577
15 NI 4,7 1607 | 1603
16 b-eudesmol (?) 1,9 1639
17 a -eudesmol (?) 1,9 1641
18 ziza-6(13)-en-3 a -ol 1,1 1658 | 1668
19 khusian-2-ol (heliofolan-2-ol) 1,5 1661 | 1687
20 ziza-6(13)-en-3-ona 0,8 1667
21 Trans-eudesma-4(15)-7-dienol 2,4 1710 | 1704
22 khusimol 10,5 1725 | 1726
23 isovalencenol 2,7 1775 | 1771
24 acido zizanoico+Bvetivona 4,3 1804 | 1788
25 a -vetivona 4,3 1823 | 1813

*IK- em FID para coluna HP-5; IK+: WEYERSTAHL et al., 2000a,b, coluna CP
Sil 5 CB (25m).

Muitos perfumes contém componentes como alcoois terciarios,

secundarios ou primarios que devido sua alta volatilidade podem ser
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percebidas por um periodo de tempo muito curto em aplicagdes classicas da
perfumaria funcional. Para melhorar a performance destes compostos esta
sendo desenvolvida para a industria de compostos de aroma e fragrancias,
uma variedade de novos produtos com objetivo de liberagcao controlada [DE
SAINT LAUMER, FREROT & HERRMANN, 2003].

Além da medida de liberacdo do composto fluorescente no solvente
modelo - etanol anidro- como estimativa indireta da porosidade da particula e
da potencialidade do derivado fluorescente neste tipo de estudo, foi também

avaliada a liberagao dos compostos presentes no 6leo de vetiver.

Existem pelo menos vinte e dois diferentes compostos em quantidades
consideraveis no 6leo [MARTINEZ et al., 2004] apresentando diferentes
funcionalidades quimicas e conseqientemente coeficientes de particdo
diferenciados o que pode provocar uma liberacao preferencial de algum

composto em relagao a outro dependendo do meio de liberagao adotado.

A liberacdo de alguns dos componentes presentes no éleo essencial de
vetiver encapsulado em microparticulas Umidas sem reticulacdo foi realizada
utilizando-se etanol anidro como meio de liberacao conforme descrito em
Materiais e Métodos. A andlise das quantidades liberadas foi feita
cromatograficamente com o auxilio de curvas analiticas para componentes
individuais em presenca de padrdao interno. Aliquotas do material liberado
foram retiradas nos tempo de 15, 45, 60, 120 e 300min. Embora o dleo de
vetiver apresente um grande numero de diferentes componentes, o estudo de
liberagdo avaliou compostos identificados que apresentavam alguma relevancia
guantitativa no d6leo, pico cromatografico bem definido, correlagdao entre os
picos no CG-MS e no FID e bom ajuste da curva de calibragcdao. Pode-se
observar que alguns dos principais compostos do vetiver nao foram
considerados, porém a analise dos resultados em termos de fungdao quimica e

do coeficiente de particao podem ser extrapoladas para esses compostos.
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A Tabela 23 apresenta os principais resultados cromatograficos obtidos,
as informacgdes referentes as curvas de calibracdo e os valores calculados de

log P para os componentes selecionados estdo apresentados na Tabela 24.
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Tabela 23. Caracterizacdao cromatografica dos compostos liberados. CG-MS e CG (% de area, tempo e indice de

retencao), fatores de resposta das curvas de calibracdo e conteiiddo médio percentual.

Compostos selecionados MS FID Curva Analitica
%area tr IK %area tr IK fator de R2 Conteudo
resposta Médio* (%)
prezizaeno (PZZN) 0,83 10,93 1450 1,07 15,01 1453 0,9342 99,8 1,12+0,10
khusimeno (KMNO) 1,38 11,09 1454 1,39 15,22 1458 0,9353 99,7 1,30+0,03
o-amorfeno (AMFO) 3,13 12,12 1482 2,30 16,34 1484 0,9350 99,8 2,17+0,09
cis-eudesm-6,11-dieno 4,31 12,35 1489 2,69 16,60 1490 0,9348 99,8 2,53+0,13
(EDMN)
vetispireno (VTPO) 3,28 12,52 1493 3,29 16,84 1496 0,9360 99,7 3,05+0,03
y-vetiveneno (GVTV) 2,97 14,02 1530 2,31 18,48 1532 0,9351 99,7 2,21+0,07
khusimona (KMONA) 3,37 16,96 1600 2,76 22,62 1620 0,9383 99,4 2,95+0,31
khusinol (KNOL) 2,11 19,79 1661 2,48 24,13 1651 0,9422 97,7 2,41+0,28
ziza-6(13)-en-3-ol (ZNOL) 3,82 20,33 1673 1,56 25,12 1671 0,9353 99,7 1,54+0,04
transeudesmadienol 2,37 22,45 1718 2,21 27,51 1721 0,9362 99,7 2,11+0,04
(TEOL)
khusimol (KMOL) 8,41 23,24 1735 9,33 2852 1742 0,9354 99,7 9,02+0,14
o-vetivona (AVONA) 3,79 27,68 1830 3,57 33,12 1838 0,9310 99,9 3,56810,11

*Média entre as quantidades detectadas com a variagcdo da concentragdo do dleo de vetiver.
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Tabela 24. Estrutura quimica e log P de alguns compostos do éleo de vetiver.

Compostos PZZN EDMN KMONA TEOL
Estrutura HsC, CHg CHs :Ha CHy

quimica o,

/./"
///,;CHz CHy
CH CH CH
L ’ ’ : OH

Log P* 6,37%£0,34 5,55+0,39 3,43+0,41 4,73+0,26
Compostos KMNO VTPO KNOL KMOL
Estrutura GHa P GH,  OH GHa

quimica o S CH, )

3 /
i
CHg RN
CHy /\“CH3
CH,

Log P* 6,37%£0,34 6,19+0,39 4,72+0,32 4,36+0,35
Compostos AMFO GVTV ZNOL AVONA
Estrutura GHs Hy Ou

quimica T f/ CH, TR

CH
_’;ff_}'CHQ HO CH3 \‘\.‘;\\_\\‘/ ]
Ry CH CHy
HaC CHy CH . CHs CHa
i}
HsC CH;
Log P* 6,56+0,23 5,91+0,36 4,37+0,35 4,42+0,35

*log P calculado por ACD/log P calculator
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Figura 54. Porcentagem de liberacdo de compostos presentes no o6leo
essencial de vetiver ap6s 15 e 300 minutos de ensaio em etanol anidro.

Embora tenha sido observada liberacdao diferenciada em conseqliéncia
de diferentes funcionalidades quimicas entre os compostos, onde &lcoois e
cetonas, de uma forma geral, apresentaram liberacdo superiores a 60% e
hidrocarbonetos inferiores a 50%, a Figura 54 indica que nao houve diferenca
significativa entre a liberacao inicial e final (15 e 300 minutos) quando cada
constituinte foi analisado individualmente. Para qualquer das curvas obtidas, as
moléculas foram liberadas logo apds os primeiros 15 minutos em contato com
o etanol, indicando que a particula coacervada ndo apresentou suficiente

barreira para modular a liberagao.

Isto parece corroborado pelos coeficientes de particao calculados para os
compostos (Tabela 24) , indicando que a solubilidade dos diferentes compostos
no meio de liberagcdo foi o fator determinante nas diferentes liberacdes

observadas. Os compostos com menores log P apresentam maior solubilidade
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em agua e deveriam também apresentar maior solubilidade em etanol, um
solvente com caracteristicas bastante hidrofilicas. Os resultados apresentados
na Figura 54, mostraram que os compostos com funcdo alcool e cetona,
apresentaram as maiores porcentagens de liberacao, onde o khusinol e o
trans-eudesmadienol foram totalmente liberados, enquanto os compostos com
funcao hidrocarboneto apresentaram as menores porcentagens de liberacao

entre os compostos estudados.

E necessario enfatizar gue neste experimento de liberacdo as particulas
ndo foram reticuladas o que poderia ter contribuido para diminuir a porosidade
e possivelmente determinar menor liberagdao dos compostos fingerprint
(khusimol, a-vetivona e b-vetivona). A introducdo de ligacdes cruzadas nas
cadeias ou entre as cadeias de gelatina via enzimatica ou quimica poderia ser
uma alternativa para melhor estruturar a matriz polimérica [BABIN &
DICKINSON, 2001]. Adicionalmente, o crosslinking também aumenta a
resisténcia mecanica das particulas evitando o aparecimento de rachaduras
gue podem contribuir para liberagdes iniciais acentuadas do tipo burst, nem

sempre desejadas.

Embora meios alcodlicos sejam utilizados em alguns estudos de
liberacdo e como base para a incorporacao de agentes de aroma em perfumes,
a utilizacdo do meio alcodlico para estudar a liberacdo tem pouca relevancia
biolégica. A maior parte dos estudos de liberacao disponiveis na literatura de
compostos de aromas encapsulados utiliza a medida da liberacao no headspace
[PEPPAS & ENDE, 1997], utilizando condigdes controladas de temperatura e

umidade relativa.
5.7.3 Liberagcdao com tensoativos

A alteracdo das caracteristicas de um meio de liberacdo aquoso foi
estudada através da liberacdo do composto fluorescente formulado (KD). Nesta

seqliéncia, microparticulas reticuladas com glutaraldeido ou transglutaminase,
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Umidas ou secas por liofilizacdo foram utilizadas para acompanhar a liberacao,
adicionalmente as particulas nao reticuladas. Marcadores fluorescentes
encontram aplicagdes principalmente na medicina, como forma de acompanhar
uma via de acdo ou de atingir 6rgados-alvo. Sua utilizacdo para acompanhar a
liberacdo controlada de uma droga modelo, que muitas vezes apresenta

absorbancia em comprimento de onda especifico, ainda é muito restrita.

O transporte das moléculas difundidas, a partir da superficie da
particula, deve ser eficiente a fim de manter o gradiente de concentragdo. As
condicles sink para compostos com baixa solubilidade sdo obtidas através de
estratégias como alteracdo do meio pela adicdo de solventes organicos,
adsorventes ou misturas de agua e solventes misciveis em agua, uso de
grandes volumes de meio e aumento da taxa de agitacdo sao citados na
literatura [WALKLING et al.,, 1979]. Estas técnicas sdo algumas vezes
necessarias pela dificuldade de quantificacdo da droga que precisa estar numa
proporcao bastante grande na particula para que a quantidade liberada possa
ser detectada. A grande vantagem do uso do composto fluorescente como
auxiliar no estudo da potencialidade dos tensoativos como meio de liberagdo é
sua sensibilidade analitica, que reduz algumas possiveis complicagdes

provocadas pelas estratégias de dissolucao.

O uso dos tensoativos escolhidos para compor o meio de liberagao, SDS
e Tween 80, é permitido em alimentos e eles estdo presentes em muitas
formulacdes cosméticas e farmacéuticas. Fragrancias possuem base alcodlica,
mas a maioria das formulagdes cosméticas possui tensoativos para melhorar a
estabilidade ou como promotor de absorgdo. Assim, as principais vantagens
vinculadas a escolha deste meio é a nao utilizacdo de solventes organicos, que
pode ocasionar irritacdes ou limitagbes de aplicacao e a reducao da tensao
superficial da agua, o que permite a saida do composto hidrofébico

encapsulado.
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A Tabela 25 apresenta os coeficientes de difusdao obtidos para particulas
(sistema monolitico), considerando o didmetro constante ao longo do ensaio de
liberacdao, uma vez que o inchamento ocorreu quase que instantaneamente.
Podem ser observados os menores coeficientes de difusdo para particulas
reticuladas com glutaraldeido liberadas em tensoativos. Comparativamente
entre as particulas, os menores coeficientes de difusdao foram obtidos para as

particulas secas, com excecao da transglutaminase em alcool anidro.

Tabela 25. Coeficientes de difusdo (D)*107'° cm?/s (médiatSD)

Meio de liberacdo umidas secas
Sem reticulacao
Etanol anidro 0,691 0,146
Tween 80 (2%) 0,310 0,157
Com transglutaminase
Etanol anidro 0,687 1,58
Tween 80 (2%) 0,349 0,294
SDS (5%) 1,51 0,201
Com glutaraldeido
Etanol anidro 0,351 0,235
Tween 80 (2%) 0,0441 0,00209
SDS (5%) 0,0144 0,00181

O KD usado como agente fluorescente para a quantificacdo da liberagao
e estudo da potencialidade dos tensoativos na liberacao de compostos
lipofilicos foi examinado e o perfil de liberacdo deste composto em
microparticulas coacervadas é mostrado na Figura 55, em SDS 5% e na Figura
56, em Tween80. Resultados preliminares de medida de fluorescéncia do meio
de liberagao contendo agua deionizada e particulas Umidas sem reticulagdo nao
apresentaram respostas. Deve-se considerar que a fluorescéncia do composto
livre apresenta resposta em agua muito baixa na faixa de excitacdo/emissdo

utilizada nos sistemas.
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Figura 55. Liberacdao acumulada (M{/M,) de particulas imidas (A) e secas (B)
em SDS 5%p/v reticuladas com glutaraldeido (Glu), e com transglutaminase

(Tgase).

Os testes de liberacdo de particulas ndo reticuladas ndao puderam ser
efetuados com SDS. As particulas sao formuladas a partir da complexacdo dos
polieletrélitos e a presenca do tensoativo i6nico concorre pelas cargas
complexadas [GREENER, CONSTESTABLE & BALE, 1987] e desestabilizam o
complexo biopolimérico rapidamente. Acredita-se que a maioria dos residuos
catidonicos como arginina e lisina sejam atraidos para a superficie micelar do
SDS [MILLER et al., 1994]. Por isso, além da maior estabilidade estrutural que
a reticulagdo promove, o0s agentes reticulantes usados também
indisponibilizam a maioria dos residuos requeridos para interacdo com o

tensoativo anidnico.

A liberacao controlada do ativo de formulagdes poliméricas, seja do tipo
reservatério ou monolitica, depende da estrutura fisica do material polimérico e
do tamanho do soluto a ser liberado, e neste sentido, o efeito da reticulagcao
deve ser observado pelo tipo de agente reticulante bem como a quantidade

adicionada durante a preparacao e o tempo de reticulacao.

O mecanismo de reticulacdo entre o glutaraldeido e a transglutaminase

é diferente e, apesar do grau de reticulacdo nao ter sido medido, as diferencas
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sao evidenciadas nas curvas de liberacdo, tanto com particulas secas quanto
umidas (Figura 55), onde os coeficientes de difusao apresentaram-se cerca de
dez vezes maior com particulas reticuladas pela enzima (Tabela 25). O
glutaraldeido passa a fazer parte da estrutura reticulada ligando-se a duas
aminas protéicas pela substituicdo dos oxigénios aldeidicos terminais,
enquanto a enzima promove o crosslinking mas ndo participa da estrutura. E
possivel que a estrutura carbonica formada pela reticulagdo com glutaraldeido
seja menos flexivel comparado a estrutura formada pela transglutaminase que

apenas catalisa a ligacao entre a amina e a carboxiamida das proteinas.

A reticulacdao com transglutaminase permitiu uma entrada de solvente
maior que o glutaraldeido e o SDS mostrou alguma interacao nestas particulas
coacervadas. As modificacbes das propriedades da gelatina pela agao do
tensoativo ionico foram anteriormente relatadas na alteracdo da estrutura e
porosidade de microcapsulas de gelatina, na consisténcia de solugdes e géis,
espessura, estrutura e inchamento de filmes de gelatina e na adsorcao na
interface [SOVIL], 1998]. As particulas secas, como mostrado na Tabela 21,
quando em contato com SDS 5% foram as que ganharam mais peso, e em
particular as com transglutaminase, foram estatisticamente diferentes das de
glutaraldeido, atingindo 13,8 vezes o seu peso original. Além disso, tanto as
Umidas quanto as secas reticuladas com transglutaminase quase triplicaram

seus diametros médios (Tabela 20).

Parametros de inchamento e tamanho das microparticulas sdo
extremamente importantes na cinética de liberacdo [BRAZEL & PEPPAS, 2000]
e os coeficientes de difusdao apresentados na Tabela 25 foram obtidos a partir
do ajuste de modelo que ndao consideraram o inchamento das particulas, ja

que este efeito do tensoativo no tamanho das mesmas foi instantaneo.

O efeito do entumescimento é especificamente dominante nos casos
onde o ativo possui baixa difusividade através da matriz polimérica e sua

liberacao pode ocorrer através do arraste causado pela entrada do fluido e o
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inchamento do polimero [VLACHOU et al., 2001]. As mudangas na estrutura da
camada de adsorcao devido a interacdo influenciam a porosidade e a
permeabilidade da parede das microcapsulas, regulando assim a liberacdo do
conteudo da particula [HELLEBUST, BLOKHUS & NILSSON, 2004, YOSHIMURA,
NAGATA & ESUMI, 2004]. No entanto, apesar do alto grau de inchamento das
particulas secas reticuladas com transglutaminase, seu perfil de liberacao
global foi inferior ao da particula Umida, permanecendo a hipdétese de que
possa ter havido alguma interagcdao do composto fluorescente com o material

polimérico.

O efeito burst, atribuido ao composto encapsulado proximo a superficie
e aderido a parte externa da particula, ndao pdde ser observado para as
particulas reticuladas com glutaraldeido. Isto pode ser uma evidéncia de que a
reticulacdo com o glutaraldeido além de ter sido mais eficiente na retencao do
composto fluorescente foi também eficiente para evitar o efeito burst,
independentemente da localizacdo fisica do KD na particula. Da mesma forma,
RHEINHART & PEPPAS [1984] quando estudaram a liberagdo de BSA
macromolecular de matrizes de hidrogel de alcool polivinil (PVA) reticuladas
com diferentes extensdes de glutaraldeido verificaram uma diminuicdo da

liberacdo difusional com o aumento do grau de reticulacao da matriz.

Um estudo reoldgico mostrou que tensoativos anidnicos, em
concentragdes acima da concentragao micelar critica (CMC), apresentaram um
maior aumento na viscosidade de solugdes de gelatina que com tensoativos
catidnicos e que os ndo ibnicos tiveram pouco efeito na viscosidade de
solugdes de gelatina [HOWE et al., 1992]. De fato, as particulas reticuladas,
quando em solugdo de tensoativo nao idnico, apresentaram menor
inchamento, e as particulas ndo reticuladas apresentaram-se estaveis, sem
alteracdo da estrutura fisica, durante o tempo total do experimento (24 horas).
A Figura 56 compara os perfis de liberacdo obtidos para as particulas

reticuladas ou ndo, secas e Umidas em solugao 2% de Tween 80.

PRATA, A.S 182




RESULTADOS E DISCUSSAO

As particulas Umidas reticuladas com transglutaminase apresentaram
liberagcdo inferior (D = 0,349.10° cm?/s) comparadas ao SDS 5% (D =
1,51.10%° cm?/s), provavelmente em decorréncia do efeito de inchamento da
particula. Porém, as particulas secas (D = 0,294.10'° cm?/s) apresentaram
perfis idénticos ao das amostras secas em SDS 5% (D = 0,201.107%° cm?/s).
Em nenhum dos casos o composto encapsulado foi completamente
solubilizado. Provavelmente o processo de liberacdo é mais longo e pode

demorar dias para que o composto fluorescente seja liberado na totalidade.

A
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Figura 56. Liberagdo acumulada (M;/M,) de particulas imidas (A) e secas (B)

em Tween 80 (2%p/v). SR- sem reticulagciao, Glu- reticuladas com

glutaraldeido, Tgase- com transglutaminase

A Figura 57 e Figura 58 comparam a liberagcao obtida com os tensoativos
ibnico e anidnico e o meio etandlico anidro, para as particulas sem reticulacdo
Umidas e secas. O meio de dissolugdo com o tensoativo consegue melhor
modular as taxas de liberacao que o etanol anidro. No entanto, produtos que
fazem uso de alcool na formulacdo utilizam em sua maioria, solugdes
hidroalcodlicas e ndo anidra, o que reduz significativamente a taxa de liberacdo

do composto encapsulado podendo atingir a liberagao obtida com o tensoativo.
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Figura 57. Liberagcdao acumulada (M./M,,) de particulas sem reticulagcdao imidas

e secas em Tween 80 (2%p/v) e alcool anidro.

Os estudos de liberagcdo mostraram que microparticulas reticuladas,
independentemente do tipo de solvente usado como meio de liberacgao,
apresentaram liberagcdo mais lenta que as particulas que ndo receberam o
tratamento quimico ou enzimatico (Figura 57). Além disso, outro
comportamento comum aos ensaios foi a maior eficiéncia de retencao do
composto fluorescente nas particulas desidratadas por liofilizagdo (Figura 57 e

Figura 58).

Na Figura 58, pode-se observar que as particulas reticuladas com
glutaraldeido podem ser divididas em dois grupos distintos. As particulas
inseridas em meio alcodlico apresentaram 60% de liberagdo maxima e as
particulas em meio aquoso permaneceram agrupadas com liberacdo maxima

de 10-20% em tensoativos.
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Figura 58. Liberacdo acumulada (M:/M,) de particulas reticuladas com
glutaraldeido (A) e transglutaminase (B) Gumidas e secas em Tween 80

(2%p/v), SDS e em alcool anidro.

Em todos os casos, 0os meios aquosos adotados foram capazes de
modular a liberacdao do composto fluorescente da particula formulada tendo o
6leo de vetiver como veiculo oleoso. Uma liberagdao estendida, com parte da
curva de liberagdo apresentando taxa praticamente constante, foi obtida em
todos os experimentos, com particulas Umidas, secas, reticuladas ou nao. Os
sistemas investigados podem ser considerados como modelos para aplicacoes
praticas. A espectroscopia de fluorescéncia é uma técnica apropriada para
acompanhar os comportamentos de liberacdo e dissolucdo de microparticulas

cujas propriedades de barreira sao completamente desconhecidas.

No corpo humano, os tensoativos naturais fazem o papel de solubilizar
drogas parcialmente solUveis e ajudar no processo de absorgao. Por isso, o uso
do tensoativo no meio de liberacdo é fisiologicamente mais relevante em
comparagao a solventes organicos, pois um meio de dissolugdo contendo
tensoativo pode melhor simular o ambiente do trato gastrointestinal que um

meio contendo um solvente organico ou outra substancia nao fisioldgica.

A dissolucao de drogas parcialmente sollveis em agua por intermédio de
tensoativos é bem documentada, seja co-encapsulando ou no meio de
liberacao [BARREIRO-IGLESIAS et al., 2003; KOGA et al., 2000; NYSTROM &
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WESTERBERG, 1986]. Porém, idealmente deseja-se um tensoativo que
promova a melhor combinacdo de solubilidade, molhabilidade, minima
interferéncia de ensaio e efetividade de custo e que promova um perfil de

dissolucdo modulado e reprodutivel [MAGGI et al., 1996].

O uso da mistura de tensoativos na solubilizacdo de compostos é citado
na literatura como sendo bastante efetivo na solubilizacdo de odleos
[McCLEMENTS, 1997; GARTI et al., 2001;KUNIEDA, NAKANO & PES, 1995].
TOKUOKA et al. [1995], no entanto, estudaram a solubilizacdao de eugenol,
linalol, acetato de benzila, a-ionona, a-hexilcinamaldeido e d-limoneno pela
mistura de dodecilsulfato de sodio (SDS)/ésteres de hexadecil polioxietileno e
observaram que a quantidade de compostos solubilizados nas micelas
aumentou com o aumento da hidrofilicidade dos compostos e que a
solubilizacdo dos compostos na mistura diminuiu comparada a solubilizacdo de
tensoativos individuais. Portanto, utilizar a mistura de tensoativos como uma
maneira de aumentar a solubilidade dos compostos envolve um estudo

detalhado para determinar os componentes e sua composicao ideal de mistura.
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6. CONCLUSOES

A proporcdo 6tima determinada para a coacervagao complexa utilizando
gelatina-goma arabica ocorreu quando maior proporcao de gelatina em relagao
a goma arabica foi utilizada (2:1; 3:1; 4:1) e pH de coacervagao de 4,5 a
60°C. Para o par pectina-gelatina ndao foi possivel se obter particulas bem
definidas nas concentracdes avaliadas. O rendimento em coacervados foi
principalmente influenciado pela estequiometria entre o0s polimeros,
temperatura e velocidade de homogeneizacdo, em ordem de significdncia. As

outras variaveis e as interagdes entre as mesmas nao foram significativas.

A utilizacdo da técnica de coacervagao complexa para microencapsular o
oleo essencial de vetiver foi altamente eficiente, produzindo em torno de 97%
do material polimérico e oleoso na forma de coacervado e 89% do dleo
encapsulado. As particulas apresentaram tamanho médio de 43,5um e forma

esférica bem definida.

Entre os 6leos estudados, o o6leo mineral, com caracteristicas
acentuadamente hidrofébicas, apresentou baixo rendimento em massa de
coacervado (46,4%) e eficiéncia de encapsulagao (38%) inferiores aos obtidos
guando as particulas foram produzidas com 6leo essencial de vetiver ou dleo

de améndoas.

As particulas foram efetivamente reticuladas com a utilizagdo de
glutaraldeido ou transglutaminase com melhor efeito para o aldeido. A
utilizacdo de alcool anidro apresentou forte efeito desidratante somente

observado para as particulas Umidas ndo reticuladas.

A secagem por liofilizacdo produziu particulas sem poros aparentes,
geometria esférica e apresentando pontes sodlidas entre algumas particulas

guando congelamento lento foi utilizado. Congelamento rapido produziu
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particulas com paredes porosas. Particulas secas apresentaram inchamento
instantaneo quando colocadas em meio aquoso, exceto as reticuladas com

glutaraldeido.

A producdao do composto fluorescente, dansilato de kusimila, foi bem
sucedida e permitiu aumento na sensibilidade e rapidez de deteccdao nos

estudos de liberagao.

As propriedades de barreira das particulas foram diferentemente
alteradas de acordo com a natureza do agente reticulante. Particulas
reticuladas com glutaraldeido apresentaram menor liberacdo em qualquer dos

meios estudados em relacdo as reticuladas com a enzima e as ndo reticuladas

Entre os meios de liberacdo maiores taxas foram obtidas com alcool
anidro. Entre os meios aquosos, taxas superiores de liberagcao foram
observadas para o SDS em relacdao ao tween80. Os perfis de liberacao do
composto fluorescente, entretanto foram semelhantes para todos os meios

estudados.

A liberacdo dos componentes do dleo essencial de vetiver em etanol
anidro, de particulas Umidas nao reticuladas, foi diferenciada de acordo com
sua hidrofobicidade. Porcentagens mais altas foram observadas para alcoois e
cetonas seguido por hidrocarbonetos. A liberacdo do composto fluorescente
para particulas Umidas em meio alcodlico foi completa. Particulas secas
apresentaram capacidade de modulagao, liberando 80% de KD no mesmo

intervalo de tempo.
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7. AVALIACAO CRITICA DOS RESULTADOS E SUGESTOES DE
CONTINUIDADE

Influéncia da estequiometria entre os polimeros

O método de turbidez, adotado para estimar a faixa de coacervacdo dos
pares poliméricos, ja havia sido comparado na literatura com o método de
volume de fase coacervado. Neste trabalho, a técnica turbidimétrica mostrou
concordancia com as cargas medidas nas diferentes proporgdes dos pares
poliméricos através do potencial zeta, e os pHs 6timos de coacervacdo foram

coincidentes entre os dois métodos.

A proporgdo O6tima encontrada para a coacervagao complexa entre
gelatina e goma arabica foi diferente das comumente citadas na literatura
(1;1, pH4,0), enquanto situacdes otimizadas ocorreram com maior proporgao
de gelatina em relacdo a goma arabica no coacervado (2:1; 3:1; 4:1; GE:GA),
com pH de coacervacao de 4,5. A inversao desta relagdo, maior quantidade de
goma arabica, desloca o ponto 6timo da curva para pH 3,5 e restringe a faixa

de coacervacgao.

O estudo com o par pectina:gelatina ndo apresentou resultados tao
evidentes devido a alta concentracdo (2% p/p) do polissacarideo, que
modificou a textura da solucao impedindo que a separagao de fases ocorresse
rapidamente ou que as moléculas tivessem espaco suficiente para se

desdobrar e expor seus grupos em solugao.

Sugestdes para continuidade: A lacuna observada no trabalho esta relacionada
ao par pectina-gelatina. Concentragoes excessivamente altas inviabilizaram a
otimizacdo da producao de particulas. Menores concentracdes de pectina

devem ser avaliadas.
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Influéncia do tipo de dleo

A microencapsulacao por coacervagao complexa nao depende apenas da
associacao entre os polimeros de parede envolvidos, como é o caso da
separacao de fases. A encapsulacdao de odleos com caracteristicas quimicas
diferentes, a partir das mesmas condicdes de fabricacdo, produziu particulas
com distribuicao de ativo, tamanho e nimero de nucleos diferenciados. Além
disso, o rendimento do processo e a eficiéncia de encapsulacao foram muito

afetados.

As propriedades de superficie dos éleos foram decisivas para uma maior
eficiéncia de encapsulacdo. A emulsao dos dleos formada com a gelatina
apresentou carga superficial muito mais baixa para o d6leo mineral comparada
aos outros dleos testados (améndoas e vetiver). Isto indicou menor carga na
superficie disponivel para a interacdo com a goma arabica, o que reflete
também no rendimento em coacervados. Entre os Oleos estudados, o dleo
mineral, com caracteristicas acentuadamente hidrofébicas, apresentou baixo
rendimento em massa de coacervado e eficiéncia de encapsulacao, e quando
uma mistura o6leo mineral/6leo de vetiver foi utilizada o sistema foi regido

pelas caracteristicas fisico-quimicas do éleo mineral.

O numero de nucleos formados na particula aparentemente obedece a
uma regra simples. Quanto menor a gota de emulsdao formada maior é o
numero de nucleos na particula. Isto porque o material de parede consegue
envolver varias gotas muito pequenas de emulsdao enquanto as gotas grandes
sao individualmente recobertas pelos polimeros. No entanto, a capacidade de
formar gotas maiores ou menores, a partir de uma mesma energia fornecida,

deve-se as propriedades fisicas do componente oleoso a ser encapsulado.

A utilizacdo da técnica de coacervagao complexa para microencapsular o
0leo essencial de vetiver foi altamente eficiente, produzindo em torno de 97%

do material polimérico e oleoso na forma de coacervado e 89% do dleo
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encapsulado. As particulas apresentaram tamanho médio de 43,5um e forma
esférica bem definida. Também foram eficientes na protecdo do dleo

encapsulado e o processo ndo ocasionou perda de volateis.

Sugestdes para continuidade: Oleos com diferentes caracteristicas de
hidrofobicidade mostraram-se importantes no rendimento massico e na
eficiéncia de encapsulacdo das particulas coacervadas. O estudo de dleos -
modelo recompostos com componentes puros e de hidrofobicidade conhecida
podem contribuir para identificar a relevancia deste parametro na producdo
otimizada das particulas. Oleos essenciais sdo largamente utilizados como
agentes de flavor, apresentando em sua composicao constituintes bastante
volateis. O estudo de liberacdo através de headspace pode ampliar a

possibilidade de utilizagdao das particulas.
Teoria da Coacervacao Complexa

A ordem de insercao do 6leo no sistema determina a eficiéncia de
encapsulacdo. Sistemas ndo emulsificados mostraram nitidamente maior
eficiéncia quando os polimeros e 6leo foram misturados antes do ajuste do pH
em comparagao ao ajuste de pH das misturas e conseqliente adicdo do dleo,
embora, nas duas situacdes os coacervados sejam formados, indicando que a
hipétese de formacdo dos coacervados proposta por Voorn e Overbeek foi

constatada.
Anélise das variaveis do processo

O estudo dos parametros envolvidos no processo de coacervacdo
complexa (velocidade e tempo de homogeneizagao, temperatura, proporcao
entre os polimeros, quantidade de ativo, pH, quantidade total de polimero)
através dos planejamentos experimentais seqlienciais definiu uma situacdo
otimizada de producdo de microcapsulas com alta eficiéncia de encapsulagao e

rendimento em coacervados.
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Para o par gelatina:goma arabica, a temperatura de 60°C mostrou-se a
melhor para coacervagao independentemente do dleo utilizado. Considerando o
rendimento em coacervados e a morfologia das particulas, a melhor
estequiometria foi a de 3:1 (GE:GA), corroborando os resultados obtidos pela
medida da turbidez. O rendimento em coacervados foi principalmente
influenciado pela estequiometria entre os polimeros, temperatura e velocidade
de homogeneizagdo, em ordem de significancia. As outras varidveis e as

interagdes entre as mesmas nao foram significativas.

A seqliéncia de planejamentos realizada para se determinar a faixa de
melhor formagao de particulas para o par pectina e gelatina, determinou que
aumentar a proporcao de gelatina na mistura prejudica o rendimento da massa
coacervada. As medidas de turbidez nao apresentaram sensibilidade para
diferenciar as curvas em diferentes condicdes estequiométricas e os
planejamentos experimentais avaliados através da morfologia mostraram que
nao ocorreu a formacao de particulas coacervadas bem definidas, como
observado para o sistema gelatina-goma arabica. As altas concentracdes de
pectina utilizadas nos dois tipos de experimento parecem ter sido responsaveis
por estes comportamentos. A conformacao linear da pectina em solucao,
comparada a um maior grau de ramificacdo apresentado pela goma arabica,

pode também ter sido responsavel pela ndao formagao das particulas.

Influéncia da técnica de secagem, reticulagdo e reidratacdo das

particulas

A secagem por liofilizacdo produziu particulas com superficie sem poros
aparentes e geometria semelhante a esferas porém apresentando pontes
sblidas entre algumas particulas quando congelamento lento foi utilizado. O
congelamento rapido produziu particulas com parede porosa inviabilizando sua
utilizacdo nos estudos de liberacdo. A secagem utilizando CO, supercritico
produziu morfologia intermedidria as obtidas com o congelamento rapido e

lento e também foram descartadas.
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As particulas foram efetivamente reticuladas com a utilizagdo de
glutaraldeido ou transglutaminase com melhor efeito para o aldeido, conforme
pode ser observado pela manutencdo da integridade da parede das particulas
guando em solugdo contendo sédio dodecilsulfato, onde particulas ndo
reticuladas foram rapidamente solubilizadas. A utilizacdo de alcool anidro
apresentou forte efeito desidratante somente observado para as particulas

Umidas nao reticuladas.

As particulas secas, de forma geral, apresentaram inchamento
instantdneo quando colocadas em meio aquoso, exceto as reticuladas com
glutaraldeido. Embora reticuladas, quando transglutaminase foi utilizada, as
particulas obtidas com este tratamento apresentaram acentuado grau de
inchamento atingindo um tamanho pelo menos duas vezes maior que as

particulas ndo reticuladas e re-hidratadas nos meios aquosos.

Sugestdes para continuidade: Contrariando as informacdes disponiveis na
literatura onde o congelamento lento produz danos acentuados a parede
celular de alimentos no processo de secagem por liofilizacdao, os resultados
indicaram melhor desempenho das particulas quando o congelamento lento foi
utilizado. O aprofundamento de informagdes relativas a velocidade de
congelamento é recomendavel. Um dos resultados relevantes e pouco
disponiveis na literatura obtidos neste trabalho foi referente a reticulagao das
particulas. A possibilidade de substituicdo da reticulagdo quimica pela
enzimatica com propdsitos de aplicagdo em alimentos é fortemente desejavel.
O comportamento apresentado pelas particulas reticuladas enzimaticamente
necessita melhor conhecimento quanto a forma como o crosslinking ocorre e
como ele determina as caracteristicas de porosidade da particula. Maiores
informacdes sobre uma eventual toxicidade do material reticulado, bem como

sua indisponibilizacdo nutricional sdo também necessarias.
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Liberacao

A medida da liberagdao de recheios hidrofébicos encapsulados apresenta
ainda um grau de dificuldade considerdvel. A producdo bem sucedida e a
utilizacdo do composto fluorescente (dansilato de kusimila) permitiram um
grande aumento na sensibilidade e rapidez de deteccao do material liberado,
possibilitando aprofundar a investigacao das propriedades de barreira das

microparticulas.

A secagem das particulas por liofilizacdo funcionou como um agente
modulador da liberacao do composto fluorescente estudado. Como
comportamento geral, particulas secas, reticuladas ou ndo, apresentaram
menores taxas de liberacdo do composto fluorescente que as particulas

Umidas.

As propriedades de barreira das particulas foram diferentemente
alteradas de acordo com a natureza do agente reticulante. Particulas
reticuladas com glutaraldeido apresentaram menor liberacdo em qualquer dos

meios estudados em relacdo as reticuladas com a enzima e as ndo reticuladas.

Entre os meios de liberacdo estudados, maiores taxas de liberagao
foram obtidas com alcool anidro como conseqiéncia da hidrofobicidade do
composto fluorescente. Do mesmo modo, entre os meios aquosos, taxas
superiores de liberacdo foram observadas para o SDS em relagdao ao tween80.
Embora apresentando diferentes porcentagens, a forma dos perfis de liberagao
do composto fluorescente e a ordem em que eles ocorrem (glutaraldeido<
transglutaminase ~ nao reticuladas) nos diferentes meios foram mantidas,
indicando a potencialidade de utilizacdao destes tensoativos para avaliar as
propriedades de barreira das particulas contendo recheios hidrofdbicos.
Solucdes aquosas contendo tensoativos podem ser fisiologicamente mais

significativas comparadas ao uso do alcool, para a aplicacdo destes sistemas.
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A liberacdo do 6leo essencial de vetiver, veiculo para o composto
fluorescente, em etanol anidro, foi diferenciada de acordo com as
caracteristicas de hidrofobicidade dos compostos presentes no o6leo. De
maneira geral, porcentagens de liberagdao mais altas foram observadas para
alcoois e cetonas e menores porcentagens foram obtidas para os

hidrocarbonetos.

Sugestdes para continuidade: Um segundo item relevante apontado por este
trabalho foi a utilizacdo dos meios com polaridades alteradas pelo uso de
surfactantes. A ampliacdo de informagdes considerando um ndmero maior de
surfactantes bem como de suas misturas é necessaria. A inclusao de alguns
surfactantes naturais e com significancia em sistemas bioldgicos também deve
ser objeto de estudo. O conhecimento da estabilidade do material de recheio
frente ao meio de liberacdo também é sugerido. A introducdo de marcador
fluorescente no composto utilizado como recheio mostrou-se bastante
eficiente. A construcao de novos compostos fluorescentes com caracteristicas
de tamanho diferenciadas e bem definidos pode ser proveitosa para estudos da
porosidade das particulas. Finalmente, o aprofundamento dos fatores
determinantes no coeficiente de difusdo e na cinética de liberagdao necessita

mais estudos.
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APENDICES

A. RESULTADOS PRELIMINARES
A.1 Diagrama de fases

A construcao do diagrama de fases foi preliminarmente ensaiada.
Interferéncia nos métodos adotados para a quantificacdo das proteinas e
limitagdes no método de analise dos polissacarideos forgcaram a procura de

outro método de determinacgdo e otimizacdo da separacao de fases.

A anadlise das fases para construcdao do diagrama foi realizada pela
mistura dos polimeros em diversas proporc¢des, agitados magneticamente por
1 minuto. O pH e temperatura de trabalho foram definidas para pH 4,0 e
T=50°C. Apds acertar o pH, o sistema foi mantido em agitacdo por dez

minutos.

A dispersdao foi transferida para tubos UltraClear-Beckman e
ultracentrifugados a 35000g por uma hora. As fases foram separadas, pesadas
e no sobrenadante foram analisados o teor de sdélidos [AOAC, 1990] e a
guantidade de polissacarideo [DUBOIS et al., 1958]. Na fase fundo, foram
realizadas analises de umidade. A proteina foi determinada por diferenca

centesimal.
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A.1.1 Determinacao do teor de polissacarideo
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Figura 59. Curvas de calibracdo para determinacao da goma arabica (GA) e
pectina (PE).

As curvas de calibracdo para determinacdo do teor de polissacarideos
para a goma arabica e a pectina foram construidas e estdo apresentadas na
Figura 59. O método adotado para determinacao de polissacarideo possui
alguns incovenientes. Ele faz uso de acido sulfurico concentrado que gera
residuos extremamente poluentes. Além disso, a quantidade de compostos
cromoforos formados deve-se a velocidade de adicdo do acido sulflrico a
mistura a ser quantificada causando uma variabilidade muito grande entre as

leituras.
A.1.2 Escolha do método de analise de proteina

As solucdes dos biopolimeros a serem utilizadas na construcdo dos
diagramas de fase foram analisadas quanto a possivel interferéncia na
determinagao de proteina por espectrofotometria com leitura no comprimento
de onda na faixa ultravioleta a 280nm. Nas duas faixas de concentragao

estudada (0 a 1 e 1 a 10mg/mL), os polissacarideos interferiram na resposta
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obtidas para a gelatina (Figura 60), sendo que a pectina, em especial,

apresentou resposta a 280 nm muito maior que a prépria gelatina.

¢ gelatina = = m g.arabica = | a  pectina,
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Figura 60. Curva de absorcao a 280nm de (¢) gelatina, (B) goma arabica e (A)
pectina

Este é o método mais simples utilizado para a determinacdo de
proteinas e analisa absorcdo de grupos aromaticos. Através de um scanning da
absorcao de luz pelos polissacarideos, determinou-se a impossibilidade de se
trabalhar com este método para a determinacdo da proteina presente nas
fases, pois a pectina apresentava picos coincidentes com os picos de gelatina e

de maior intensidade (Tabela 26).

Tabela 26. Varredura dos comprimentos de onda dos polissacarideos e da
proteina.

ABS (hm) intensidade

Gelatina 272 0,813
266 0,812

222 4,681

Pectina 318 2,397

276 3,413

222 4,681

G. arabica 272 0,238
208 3,258
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Uma outra tentativa é usar um método que complexa alguns residuos da
proteina. Os métodos colorimétricos de determinacao de proteina que fazem
uso do corante Coomassie Blue (CBBG) apresentam vantagens de serem
rapidos (incubacdo de aproximadamente trés minutos), ndo sofrerem agao de
muitos interferentes quimicos e utilizarem uma pequena quantidade de

amostra.

Apesar disso, apresentam limitacdes com relacdo a variacdo de cor
obtida por diferentes proteinas. Sabe-se que o CBBG existe como duas
espécies (vermelho e azul) [BRADFORD, 1976; READ & NORTHCOTE, 1981,
SEDMAK & GROSSBERG, 1977]. O corante livre na solugcao esta na forma
catibnica e tem um maximo de absorbancia em 470 nm (vermelho). A
complexacdo ocorre pela ligacdo preferencial da forma anidonica do corante,
gue tem um maximo de absorbancia em 595 nm (azul), com a arginina e
outros grupos amino da proteina. Os grupos basicos (Hys e Lys) e residuos
aromaticos (Tyr, Try, Phe) também sofrem complexacdo, mas apresentam
resposta de cor menos intensa [COMPTON & JONES, 1985]. Por isso, no ensaio
de Bradford padrao, certas proteinas produzem comparativamente niveis mais
baixos de absorcao. Isto foi observado com a gelatina neste ensaio e pode ser
visualizada na Figura 61. Observa-se que variar a proporcao de corante ou de
proteina ndo apresentou efeito algum sobre a resposta do complexo formado a

595nm, como esperado.
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Figura 61. Resposta da gelatina a complexacao com o corante de Bradford
(corante:proteina).

LOPEZ et al. [1993] verificaram grande variacao na cor produzida por
diferentes proteinas e relacionaram este fato, principalmente a amostras
contendo quantidades significantes de coldgeno onde a aplicacdo direta dos
métodos de LOWRY et al. [1951] e BRADFORD [1976] implicou em valores
subestimados. Eles observaram que a adicao de pequenas quantidades de SDS
(0,035%) em solucdes diluidas do CBBG causou um aumento de 4 vezes na
resposta de cor de proteinas colaginosas e além disso, uma reducdo na

absorcdo de varias proteinas ndao-colaginosas.

Além da inclusdo de SDS no ensaio, diversas modificagdes para reduzir a
variacao de coloracao produzida foram sugeridas e incluem o uso de acido
percldrico ou hidroclorico na preparacao do reagente [SEDMAK & GROSSBERG,
1977], aumento da concentracao de corante ou reducdao da concentracao de
acido fosférico na solucdo de ensaio [READ & NORTHCOTE, 1981]. ZOR &
SELINGER [1996] observaram que se pode aumentar a linearidade da resposta
com a concentracao de proteina e a sensibilidade do ensaio em dez vezes,

apenas fazendo a relagao entre as duas formas do corante.
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STOSCHECK [1990] encontrou que mesmo a altos niveis de gelatina, a
resposta de cor é extremamente baixa e que a adicdo de hidréxido de sddio ao
reagente de Bradford melhorou em 4 vezes a absorcao do complexo formado
com esta proteina. Além da composicdao da proteina, a interacdao do corante
parece ser uma funcdo da concentracdo de H* [SEDMAK & GROSSBERG,
1977]. Portanto quanto mais acida a solugdao, o complexo desenvolvera menor
intensidade na cor azul [READ & NORTHCOTE, 1981].

Desta forma, o método proposto por SEDMAK & GROSSBERG [1977] foi
adotado com algumas alteragdes para aumentar a resposta da gelatina e
manter a simplicidade do método. A alternativa mais simples, de acordo com a

literatura revisada é de aumentar o pH do corante que era em torno de 0,4.

Dos pHs testados (0,4; 0,45; 0,5; 0,55; 0,6; 0,65; 0,7), o pH 0,6 foi o
que apresentou maior diferenga entre o reagente puro e complexo reagente-
proteina (1mg/mL). As diferencas encontradas entre o corante comumente

usado e o que possui o pH alterado pode ser ilustrado pela Figura 62.
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Figura 62. Varredura da absorcao dos compostos em comprimentos de onda
no espectro visivel.
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A absorcdo a 460nm, indica que todo o corante estd sob a forma
vermelha. A adicao da solucdo de proteina ao corante com pH 0,6, permitiu a
leitura da concentragdao do complexo a 590nm, ou seja, a proteina complexada

com o corante desenvolveu cor azul.

A concentracdo da proteina, bem como a proporgao entre a solugao de
proteina a ser analisada e o corante também foram avaliados como um modo
de evitar que a proteina presente em solucao nao seja quantificada pela falta
de corante necessario para complexa-la. A Tabela 27 e a Tabela 28apresentam

os resultados obtidos.

Tabela 27.Variacao da concentracdao com o espectro de absorgao.

Espectro  ABS (nm) intensidade
Corante 0,6 Azul 642 0,381
Vermelho 470 1,480
Corante 0,6+agua Azul 644 0,367
Vermelho 466 0,922
Corante 0,6+1mg/mL Azul 642 0,418
Vermelho 466 0,888
Corante Azul 588 0,838

0,6+10mg/mL

Vermelho 466 0,742

Com o corante produzido neste pH é possivel aumentar a concentragao
de proteina de 1 mg/mL para 10 mg/mL. Nesta faixa ainda existe um excesso
de corante que pode interagir com as proteinas. Este fato pode ser observado
pela absorbancia do corante na faixa de 470nm , que diminui com a adicdo da

solugao mais concentrada porém o pico ndo é eliminado.

Pela andlise dos resultados obtidos na Tabela 28, a proporcao ideal de
adicdo do reagente a solugcdo de proteina é acima de 1:1. Quando se tem um
excesso de proteina em solucdo (1:3), a intensidade do pico a 460 nm diminui
muito, requerendo portanto se utilizar uma proporcao em que haja ainda
corante nao complexado como medida de seguranca. As proporgdes indicadas

sdo 1:1 e 1:2 de reagente: solucao de proteina.

PRATA, A.S 235



APENDICES

Tabela 28. Resposta do complexo formado e do corante ndo complexado as
variacoes de proporcoes entre reagente:proteina e concentragdo de proteina.

) , Img/mL 10mg/mL
Reagente:Proteina  ESpectro — pe i) intensidade | ABS (nm) _ intensidade

1:0 Azul 638 0,374
Vermelho 470 1,544

3:1 Azul 644 0,412 626 0,606
Vermelho 466 1,043 466 0,958

2:1 Azul 640 0,433 586 0,749
Vermelho 466 0,906 466 0,787

1:1 Azul 586 0,571 594 0,931
Vermelho 464 0,555 462 0,436

1:2 Azul 684 0,590 592 0,962
Vermelho 460 0,252 448 0,188

1:3 Azul 588 0,631 592 0,834
Vermelho 454 0,135 420 0,108

A curva padrao encontrada para a gelatina na faixa de 0,1 a 1mg/mL

esta apresentada na Figura 63.
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Figura 63. Curva analitica de gelatina com Bradford pH 0,6.

De acordo com ALKORTA, LLAMA & SERR [1994], a pectina interfere na
estimativa de proteinas pelo uso de métodos colorimétricos como os descritos
por LOWRY et al. [1951], BRADFORD [1976] e PETERSON [1977]. Porém, os

autores encontraram que apesar da pectina interagir com os reagentes usados
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e promover o desenvolvimento de uma coloragao significativa e linearmente
relacionada com a quantidade de pectina adicionada, somente afetou o
procedimento usado por Bradford em concentracdes de pectina maiores que
5g/L. Conseqiientemente, o uso do método de Bradford é admissivel para
guantificar proteina na presenca de pectina desde que seus interferentes

possam ser extraidos ou minimizados.
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A.2 Teste de eficiéncia de encapsulacao

O rompimento da parede das particulas foi estudado por trés métodos:

acao mecanica, enzimatica e fisico-quimica.

As particulas Umidas e secas foram moidas em almofariz na presenca de
diferentes solventes. As particulas secas foram mais facilmente rompidas em
contato com etanol, metanol ou éter que as Umidas. O material coletado foi
evaporado em baldao previamente pesado ou quantificado cromatograficamente
com a injecao de um padrao interno. Os resultados sao apresentados na
Tabela 29.

Tabela 29.Comparacao dos métodos de eficiéncia de encapsulacdao para o 6leo

de vetiver.
EE(%) Gravimetria Cromatografico
Eter Etanol Metanol Etanol
Sobrenadante 96,23
Coacervado 83,68 91,2% 91,46 91,06

O oleo contido no sobrenadante também foi tentativamente extraido,
porém, a pequena quantidade 6leo em solucao impde uma grande margem de

erro na determinacgao.

Apesar da utilizacdo do éter ser mais vantajosa, por ser mais facilmente
evaporado que o etanol e ndo solubilizar a agua contida na microcdpsula, ele
apresentou um poder extrator inferior aos demais solventes. A determinacao
por cromatografia foi bastante eficiente, porém é um método mais demorado e

trabalhoso.

As microcapsulas sao produzidas com o intuito de preservar as
caracteristicas do material encapsulado entre outras. O dleo essencial possui
compostos muito volateis e que podem ser perdidos durante o processo de
producdo das microcapsulas , pois apesar de ndo se utilizar solventes, utiliza-

se uma condicdo branda de temperatura mas que poderia ser suficiente para
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qgue houvesse perdas destes volateis e com isso, o dleo encapsulado teria
caracteristica odorifera diferente. A Figura 64 mostra que nao houve diferenga
entre a composicao do 6leo de vetiver livre e do 6leo extraido da microcapsula.
Ndo foram detectadas grandes diferengcas em relacdo a composicao do ativo,

0s picos eram coincidentes e a proporgao entre eles foi mantida.
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Figura 64. Comparacao do 6leo comercial livre (A) e encapsulado extraido
com éter(B).

A parede das particulas também foi rompida pela acdo da temperatura e

do pH, que tendem a desestabilizar o coacervado formado. Os resultados estao

evidenciados na Figura 65.

Figura 65. A.pH 1, B. pH 10, C. T=60°C por 15 minutos. A barra representa
100pm.
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Pode-se observar que a temperatura e o pH alcalino apresentaram maior
tendencia em romper a parede formada. O método de rompimento enzimatico
com uma enzima proteolitica foi bastante eficiente, porém, as enzimas
apresentaram dificuldade em acessar a proteina com matrizes reticuladas,

mais evidente com o glutaraldeido, usado como agente reticulante.

Tabela 30. Eficiéncia de encapsulacdo pelo método fluorimétrico das

particulas reticuladas.

EE (%) Umidas Secas

Sem reticulacao 95,37 94,88
Transglutaminase 93,80 84,43
Glutaraldeido 75,64 64,21
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A.3 Liberagcao em solugao etandlica

Para o estudo da liberagao, algumas condicoes devem ser satisfeitas. O
meio adotado para se realizar a liberacdo deve ser capaz de solubilizar o dleo
encapsulado, ndo deformar a parede da microcapsula e estar num volume que
garanta que se todo o dleo sair, seja alcangcada uma concentracgao inferior a

condicdo de saturacao do 6leo no meio.

A microparticula Umida produzida foi colocada em etanol (0,8 g de
microcapsulas em 6 mL de diferentes solucdes apolares) a fim de verificar o
efeito do solvente na estrutura da particula. As andlises de tamanho foram
anteriormente discutidas para a insercdo em alcool anidro. A Figura 66 mostra
gue os meios testados (solugdes de graduacdes alcodlicas e 6leo mineral) ndo
apresentaram efeito algum na morfologia da particula. Os meios testados
foram preliminarmente cogitados para verificacdo da liberacao. O éleo mineral
foi descartado como alternativa em funcao da viscosidade, o que poderia
alterar o fluxo e dificultar a modelagem além da quantificagdo do dleo liberado.
As solugdes alcodlicas ndo foram avaliadas devido a baixa solubilidade do dleo

de vetiver em agua.

PRATA, A.S 241



APENDICES

Figura 66. Microcapsulas coacervadas contendo 50% de 6leo de vetiver e
inserida em diferentes meios na proporcdo 0,8 g de microcapsulas em 6 mL
de solugdo. a. agua, b. alcool, c. alcool : agua (1:1), d. alcool: agua (1:2), e.
o6leo mineral, f. 6leo mineral. Optovar 0,8, aumento 12,5, filtro verde.

Em etanol anidro, solvente modelo, as particulas ndao apresentaram
inchamento e apresentaram membrana externa bastante estavel a
desintegracdo. Ao contrario de polimeros erodiveis, os coacervados a partir de
biopolimeros, ndo apresentaram tendéncia em desintegrar-se nem romper-se

no decorrer do experimento (Figura 66).
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