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RESUMO

O uso de matérias-primas sustentaveis, biodegradaveis e biocompativeis é de
grande interesse em aplicagbes farmacéuticas e cosméticas. O mercado cosmético
situa-se em pleno processo de desenvolvimento, principalmente na area de produtos
capilares, apresentando vendas expressivas no Brasil. Esse crescimento acarreta na
necessidade de produtos inovadores, polivalentes e seguros para oferecimento aos
consumidores. Neste ambito, as particulas poliméricas coloidais tém ocupado
posicao de destaque no cenario mundial, marcando a presenca da nanotecnologia
em produtos cosméticos. Uma grande variedade de matérias-primas naturais ou
sintéticas sao polieletrdlitos, cuja reticulacao eletrostatica em condigdes controladas
produz particulas coloidais. A pectina citrica e as peptonas vegetais fazem parte dos
polieletrélitos, cuja origem vegetal tem sido preferida para as aplicacbes em
cosméticos, em substituicdo a produtos de origem animal ou inorganica. Neste
trabalho, foi estudada a produgcdo de particulas coloidais de pectina citrica e das
peptonas de soja e trigo, reticuladas com cloreto de calcio e goma guar
quaternizada. Em todos os casos, a producdo das particulas foi realizada em
processo descontinuo, simples, escalonavel e na auséncia de solventes organicos,
envolvendo o gotejamento de solugcdo do agente reticulante sobre a solugédo do
polieletrélito sob agitacdo mecanica. Os resultados mostraram que para a pectina
citrica, o tamanho e a polidispersidade das particulas foram controlados pelo grau de
esterificacdo, agente reticulante e concentragéo inicial de eletrélito em solucao. Para
obtencdo de particulas em escala nanométrica, a concentracdo da pectina foi de
10,0 g/l e a concentracdo do agente reticulante foi 1,0% (m/v). As particulas obtidas
conferiram viscoelasticidade a mistura de solucéo de pectina e copolimero catidnico
(poliquaternium-7). A viscoelasticidade foi dependente da proporcao e do diametro
das particulas de pectina, com contribuicio semelhante das particulas micro e
nanomeétricas para formagdes viscoelasticas. No caso das peptonas vegetais, as de
trigo tiveram o seu melhor desempenho na formacao de nanoparticulas com menor
polidispersidade. As particulas obtidas atenderam as caracteristicas fisico-quimicas
de composicdo, tamanho e polidispersidade requeridas para aplicagbes em
cosméticos. As particulas de pectina, em particular, apresentaram-se promissoras
para aplicagbes em produtos cosméticos capilares devido tamanho reduzido e
potencial viscoelastico. Os fios de cabelo submetidos aos processos de
transformacao capilar foram o foco para a aplicagdo dessas particulas na tentativa
de minimizar os danos pré-existentes.

Palavras-chave: Nanocosmeéticos, pectina citrica, peptonas vegetais, reticulacéo
eletrostatica
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ABSTRACT

The use of sustainable, biodegradable and biocompatible raw materials show great
interest for pharmaceutical and cosmetic applications. The cosmetic market is
situated in development process, particularly in the area of hair products, with
significant sales in Brazil. This growth brings the need for innovative, versatile and
safe products to consumers. In this context, polymeric colloidal particles have
occupied a prominent position on the world stage, marking the presence of
nanotechnology in cosmetics. A variety of materials are natural or synthetic
polyelectrolytes, whose electrostatic crosslinking in controlled conditions produces
colloidal particles. The citrus pectin and vegetables peptones are part of
polyelectrolytes, whose vegetable source has been preferred for applications in
cosmetics, replacing animal products or inorganic materials. In this work, we studied
the production of colloidal particles of citrus pectin and soybean and wheat peptones,
all crosslinked with calcium chloride and quaternized guar gum. In all cases,
production of particles was performed in a batch process, simple, scalable and in the
absence of organic solvents, involving the drip of crosslinking agent on the
polyelectrolyte solution under mechanical stirring. The results showed that for citrus
pectin, size and polydispersity of the particles was controlled by the degree of
esterification, crosslinking agent and initial concentration of electrolyte in solution. To
obtain nanometer scale particles the concentration of the pectin was 10.0 g/l and the
concentration of crosslinking agent was 1.0% (m / v). The particles obtained impart
viscoelasticity to the mixture of pectin and cationic copolymer (polyquaternium-7).
The viscoelasticity depended on the proportion and the particle diameter of pectin, as
the micro and nanometric particles were similar to viscoelastic formations. In the case
of peptones, wheat had the better performance in the formation of nanoparticles with
low polydispersity. The obtained particles met the physico-chemical composition, size
and polydispersity required for applications in cosmetics. The pectin particles, in
particular, were very promising for applications in cosmetic hair due small size and
potential viscoelastic. Capillary transformation processes were the focus for the
application of these particles in an attempt to minimize the pre-existing damaged hair.

Key-words: Nanocosmetics, citrus pectin, vegetable peptones, electrostatic
crosslinking

xiii



Xiv



SUMARIO

RESUMO ...ttt ettt s et s s s bt e st et e s e s e nenene e e Xi
ABSTRACT ..ottt a ettt e e s s e s e s e e st e e e e e e s et s et es et esesesesesesesesesnnnns xiii
APRESENTAGAOQ ...t s s sss s es s ss s nsanssnsens XXiv
1. INTRODUGAOQ ... s s ssss s assasssanssaneos 1
2. OBUETIVO....o ettt ettt s sttt bttt et et ennnenenenens 3
2.1 IMBEAS bbb bbbt h bbbt h ettt b ettt ens 3
2.1.1 PECHNA CIIICA ... ettt sttt ettt b et benens 3
2.1.2 Peptonas VEJELAIS ......coueveiiieieieeiesestes ettt ettt 3
3. REVISAO DE LITERATURA ...t s s 4
3.1 NANOLECNOIOGIA ...ttt bbbttt eae b e nes 4
3.1.2 NANOCAITEAUOIES ..ottt eb ettt st ettt b e bbb et et et et et et eneeseebenbenen 6
3.1.3 Preparacao de nanoparticulas por reticulacao eletrostatica ..........cccccocevevevieiecieceeinenennn. 7
3.2 PreparaGies COSIMETICAS .....coeouiiiiiirieieereeere ettt sttt be e s 9
3.2.1 NANOCOSMEBLICOS ....eevviniiieieiieieer ettt ettt 10
3.3 CabelO NUMANO ...ttt 11
3.3.1 Propriedades mecanicas do CabElO ..........cccueveieieieiceceseeeeee s 14
3.3.2 Produtos cosméticos para CabEl0..........ccevueieieiiieieeseeeeeee s 15
3.3.2.1 Produtos de transformacao Capilar ........cccocveeeiiiiecereceeeeeeee e 16
3.3.2.2 Produtos para coloragao de CabEIOS........cuoieeeiiiieeeceee e 16
3.4 Reologia de dISPEISOES .......cccccirieiriiiiiiieiiieiee ettt 17
3.4.1 Re0l0gia d& SUSPENSDOES ......c.coveuiriiiriiiiiiieieieiertet ettt sttt 21
3.5 POCLINGAS ...ttt b e bbbttt aeens 23
3.5.1 GIICAGAD ... eveueeteietetetee ettt ettt sttt b et nes 27
3.5.2 Particulas d& PECHING ......ccooeiriiere ettt 28

XV



3.6 Peptonas VEGEIAIS ......ccuciriiiriiiicic s 30

3.6.1 Uso de proteinas hidroliSAdas ...........cccoreueiririeieiniriecrecree e 34
3.6.2 Proteinas hidrolisadas em Cabelos...........cciviiiiniecice e 34
3.6.3 Sistemas micro/nanoestruturados de proteinas hidrolisadas...........ccccovveennrcinninnnee. 35
3.7 Agentes RetiCUIANTES .........coviiiii s 37
3.7.1 Goma guar QUALEIMIZAAE..........eueeriririeiirieieee ettt 37
4. RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......ieeeeceeeeeeeeeeeeeeseeee s sssas s 39
4.1 Effects of the esterification degree and the crosslinking agent on the properties of

colloidal particles Of CItIUS PECTIN............cccceeiiiriiieieet et 40
1. INEFOAUCTION ..ttt 42
2. Materials and MENOAS .........coviiiii et 43
2.1 MAEEIIAIS ...ttt 43
2.2 Characterization Of PECLINS .......co.ciiiireee s 43
2.3 Production of pectin PartiCleS..........coriiiriiniieccce s 44
2.4 Characterization of pectin PartiCleS.........ccoririireinece s 44
2.5 StatiStICAl @NAIYSIS ....veeeeiieieece et 45
3. ReSUILS aNnd AISCUSSION .....ovuiiiiiieiiriciee ettt 45
3.1 Molecular weight and degree of esterification of pectins.........ccccocevevvvinncenereeee, 45
3.2 Properties of the colloidal pectin partiCles...........coveeniinineeeeeeee 45
3.2.1 Influence of the crosslinking agent ..o 45
3.2.2 Particle Size POIYAISPEISITY .......ccuriiriieiiieieiet e 46
3.2.3 Particle Size diStribDULION ..o s 47
3.3 Influence of pectin CONCENTIALION..........ccueuiiiiicee s 51
3.4 Morphology Of PArtiCIES ......c.coueiiiiieirie et 53
4. CONCIUSIONS. ...ttt b et b et bbb bbbt se st et e b et et enes 53

XVi



ACKNOWIEAGMENTS .....viiieiecie ettt ettt 54
B REIEIBNCES ...ttt b e bbbttt ens 54

4.2 Rheological properties of citrus pectin dispersions and its blends with polyquaternium-7

AN CONOIAAI PAITICIES...........c.oeeeeieiiiiiiiieeeee ettt b st b e ne e 56
1L INEFOAUCTION ..ttt 58
2. Materials @and MEtNOAS ..o 60
2.1 MALETIAIS ... 60
2.2. Preparation of pectin PArtiClES ..o 60
2.3. Physico-chemical characterization of pectin particles............cccoevieniniineincincce, 61
2.4. Rheological charaCterization...........ccoeveiriiinieiiciecee s 61
3. ReSUItS aNnd AISCUSSION .....oueuiriiiiiiiiciriee ettt 61
3.1. Physico-chemical properties of the partiCles ... 61
4. Rheological CharaCterization ...........ocoveeiiiniice s 62
5. CONCIUSIONS. ...ttt b ettt b et 69
ACKNOWIEAGMENTS ...ttt sttt bt 69
B. REIEIENCES ...ttt 69

4.3 Potential of vegetable peptones for production of colloidal particles by ionic crosslinking

............................................................................................................................................................... 71
1L INEFOAUCTION .t 73
2. Materials and MEthOdS ... s 74
2.1 MALEMIAIS ...t 74
2.2 Characterization of peptone dispertions in different pH values ...........cccccoveinnicinnnnenee. 75
2.3 Preparation of peptone PartiCIES.......c.oviviiirierieieere s 75
2.4 Characterization of peptone PartiCles .........cccveireireirieree s 76
3. ReSUItS and AISCUSSION .....cc.cuiriiiiiiiiiiiieiec bbb 76
3.1 Zeta potential and size of the peptone macromolecules with respect to pH....................... 76

XVii



3.2. Mean diameter and distribution for the crosslinked particles..........c.ccccoevvevincinccncninnne. 77

N 070 Tq Lo] [UE] (o] o 1< TOU PR 81
ACKNOWIEAGMENTS ...ttt bttt 81
D R BIENCES ..ottt ettt ettt et et e e e te e st e et eebeebe e be e beeeaeeeaeeeareereereenreens 81
5. CONCLUSOES ..o s s s s ssnssssnens 83
6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS......oovveeeeeeeeeeeeseeeeeeeseesessesssssssssessssssssssneens 84
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........oooeieeeveeeeeeeeeeeeeeeeeseseseiesessseessaessessssssssssssssssssseas 85

XViii



iNDICE DE FIGURAS

Figura 1: Representacao esquematica das nanocapsulas e nanoesferas polimérica
(Schaffazick et @l, 2003)......ceiuiieiieieeeee ettt 7

Figura 2: Representacao esquematica das estruturas "ladder-like" (a) e "scrambled-egg" (b).
A linha preta representa o poli ion negativo enquanto a linha cinza representa o poli ion
POSItiVO. (Hartig €f @l, 2007) ...cc.ooueeeeeieeeeeeses ettt sttt be st 8

Figura 3: Evolugao da industria cosmética no Brasil (Fonte: ABIHPEC). ......cccccovevevievniennneee. 10

Figura 4: Representacdo esquematica da arquitetura do fio de cabelo. (a) Estrutura da fibra
capilar (b) Secéao transversal da fibra capilar humana. (Marcelino, 2008)...........ccccevvevenrenenne. 13

Figura 5: Representacao esquematica das ligacdes quimicas presentes na queratina
(BRUSNAN, 2008). ...c.eiieeeeeceee sttt sttt a e b bt et et et ne e 14

Figura 6: Curva de tensdo-deformagao para fibra de a-queratina. A (comportamento
Hookeano), B (comportamento de reconstituicao), C (comportamento pos-reconstituicao), D
(ponto de ruptura). Fonte: Wagner, 20086. ............ooveieerieenereeseseeeee et ae e eseenae s 15

Figura 7: Respostas de um material ideal elastico, de um material ideal viscoso e de um
material viscoelastico a uma deformacao senoidal (angulo de fase ¢, taxa de cisalhamento
v , tens@o de cisalhamento e frequéncia angular @) (Steffe, 1996). .....ccccooviviinincnceee 19

Figura 8: Caracterizacao de fluidos, relacionando os parametros de tensao de cisalhamento
€ taxa de defOrMAGAD. ......coueuirieiece bbbttt 20

Figura 9: Orientagdo das moléculas perante o escoamento com consequente quebra de
agregados frente a tensao aplicada (Sato, 2005). ......c.cccecieiriiiiirererierieeeeee e 21

Figura 10: Sistemas de particulas em suspenséao. (a) Suspensao diluida sem interacao entre
as particulas; (b) Suspensao estabilizada por interacdes estéricas; (c) Sistema floculado; (d)
Suspensdes parcialmente estaveis com alguma estrutura formada; (e) Sistema

sedimentando (Sat0, 2005)........cceieiiieieiceeesese ettt ettt a e reens 22

Figura 11: Vista tridimensional do arranjo polimérico na parede celular das plantas (Wilson et

A, TOBB). ..ttt h b bttt h et b btk eeb bttt es 24
Figura 12: Representacao das ligagcbes a-1,4 entre os mondmeros da cadeia principal da

PECEINEL. ..ttt ettt b et bbbt bt e bt h et b et b et et bt a et b e 25
Figura 13: Representacao esquematica do modelo "egg-box" (Braccini et al, 2001). ............ 28

XiX



Figura 14: Esquema genérico da acdo enzimatica na clivagem da ligacao peptidica, em meio
=T 11 [0 <o JOu OSSO 30

Figura 15: Representacao esquematica da obtengao de microparticulas de colageno
hidrolisado (CH) em esferas de silica por deposicdo camada a camada (Adaptado de Suflet

B @15 2010 ettt 36
Figura 16: Estrutura quimica da gOmMa QUAT.........c.ccurrieueiririeieinirieieesesie et 38
Figura 17: Estrutura molecular do Jaguar C13®..........ccccovriiinnieinreceec e 38

XX



XXi



iNDICE DE TABELAS
Tabela 1: Evolugao nas publicacdes cientificas na area de nanotecnologia. (Fonte: Scopus) 4
Tabela 2: Revisao do uso da pectina na obtengao de nanoparticulas de PECs ..................... 30
Tabela 3: Relagdo dos pontos isoelétricos para os aminoacidos (Lehninger, 2003). ............. 31

Tabela 4: Composigao de aminodacidos totais e livres presentes em peptona de soja (PS),
peptona de trigo (PT) e peptona de batata (PB). Fonte: Organotechnie...........cc.cocevvervevennnen. 33

Tabela 5: Distribuicdo dos pesos moleculares das peptonas vegetais de batata (PB), de soja
(PS) e de trigo (PT). Fonte: Organotechnie. (ND=n&o determinado) ..........ccccocerverereriereeeennn 33

XXii



XXiii



APRESENTACAO

Este trabalho foi organizado na forma de capitulos para melhor visualizagao
dos resultados, sendo este exemplar organizado da seguinte forma:

e Introducao, ressaltando a importancia do trabalho;
e Objetivos e metas;

e Revisdo bibliografica, contemplando o0s principios considerados no
desenvolvimento deste trabalho;

e Resultados e discussédo, apresentados na forma de artigos cientificos
submetidos aos periddicos relacionados com os temas abordados;

e Conclusées;
e Sugestdes para trabalhos futuros;

o Referéncias biliograficas.

XXiv



XXV



1. INTRODUCAO

A nanotecnologia é um conceito dindmico para o0 uso de componentes
miniaturizados, que vem sendo explorada em diversas areas do conhecimento
(Ramsden, 2009). Sobretudo na area cosmética, o apelo para produtos
nanotecnol6gicos vem sendo amplamente discutido, quanto a viabilidade técnica,
seguranca e eficacia. Desde os anos 90, grandes empresas cosméticas vém se
preocupando em disponibilizar produtos mais eficientes e com menores efeitos
indesejados, através da nanotecnologia. De forma semelhante, os consumidores
estdo dispostos a utilizar os beneficios da tecnologia em prol da saude e bem estar,
dentro dos limites aprovados pelos 6rgaos de saude e respeitando o meio ambiente.
Assim, 0 uso de nanomateriais € de grande interesse para o mercado cosmético, em
seu processo de ampla expansao atual (FIRJAN, 2010). O mercado para produtos
capilares € um dos mais rentaveis e conta com o desenvolvimento de ativos que

atuam principalmente na reparagédo de danos causados todos os dias aos fios.

A pectina é um polissacarideo natural, extraido da casca de frutas citricas,
biocompativel e biodegradavel. Sua cadeia principal é formada por ligagdes a-[1,4]
entre residuos de acido D-galacturénico, interrompidas por ligagbes a-[1,2] dos
residuos de ramnose nas cadeias laterais (Williams et al, 2007). E um polimero
formador de filme, utilizado principalmente pela industria de alimentos como
espessante em geléias. As propriedades nanomecancias das pectinas sao
favoraveis para a aplicacdo em cabelos, pois suas caracteristicas viscoelasticas
podem promover aumento da resisténcia mecanica dos fios. Na forma de particulas
a pectina citrica tem sido usada como carreador de compostos bioativos. Nessas
aplicacdes, tamanho e polidispersidade sao importantes e apresentam limitacoes
que dependem da técnica de preparacdo das particulas. A técnica de reticulacao
eletrostatica é utilizada principalmente para obtencdo de microparticulas de pectina
que atuam na liberagédo contolada de ativos farmacéuticos (Sriamornsak et al, 1999).
Uma grande limitagdo da técnica € a obteng&o de diametros na faixa manomeétrica
com baixa polidispersidade. Estudos para a obtencdo de nanoparticulas através
dessa mesma técnica apresentam heterogeneidade no didmetro dos
nanocarreadores (Yu et al, 2009). Outras técnicas apresentam maior homogenidade
nas particulas obtidas, porém geralmente o didmetro obtido € superior a 200 nm e a
pectina deve estar associada a outra matéria-prima (Jones et al, 2011).

As peptonas vegetais sdo derivados da hidrélise aleatéria de proteinas de trigo,
batata, soja, entre outros. Sao utilizadas geralmente como suplemento
microbioldgico, porém o uso de proteinas hidrolisadas estd relacionado com as
industrias de alimentos e cosméticos. O uso de proteinas vegetais hidrolisadas em

cabelos apresenta grande efetividade na reposicdo de aminodcidos essenciais,
1



reparando os fios danificados (Gamez-Garcia, 1993). A aplicacdo do hidrolisado em
sistemas miniaturizados foi constatada para a obtencdo de microparticulas através
de diversas técnicas, porém sistemas nanoestruturados ainda nao foram estudados
(Canabady-Rochelle et al, 2010; Suflet et al, 2011).

O uso de matérias-primas sustentaveis e biodegradaveis esta sendo cada vez
mais utilizado para a obtencéo de carreadores coloidais. Além de sua atuagcao como
veiculo, esses materiais podem apresentar efeitos benéficos aos fios, agregando
fungbes ao produto. Dentre essas matérias-primas, destaca-se uma vasta gama de
polieletrélitos, capazes de produzir particulas coloidais para encapsulacdo e
liberagdo controlada de compostos bioativos. Os nanocarreadores de polieletrélitos
podem ser formados por diversos mecanismos, porém a reticulacdo eletrostatica
apresenta vantagens devido sua rapidez, baixo custo e por ndo utilizar solventes
organicos.

O processo de reticulacdo eletrostatica prevé a formacado de micro e
nanoparticulas através de interacao eletrostatica entre componentes com cargas
opostas (Horn & Rieger, 2001). A interacdo entre os componentes pode ser
decorrente da reticulagéo interfacial, gerando dobramento de cadeias poliméricas ou
decorrer da reticulagdo in situ, gerando unido dos fragmentos dispersos em emulséo
coloidal, promovendo assim a formagéo de nanoparticulas (Lambert et al, 2000).

Neste trabalho foram utilizados como polieletrélitos a pectina citrica e as peptonas
vegetais de soja e trigo. Esses polieletrélitos foram usados para a producdo de
particulas coloidais através de reticulagao eletrostatica. Como agentes catidnicos de
reticulagdo, foram utilizados o cloreto de calcio devido seu uso classico em
reticulagdo eletrostatica e a goma guar quaternizada, devido seu amplo uso em
produtos cosméticos. O trabalho completo é composto de duas partes: a primeira
parte tem como foco o desenvolvimento tecnoldgico da producdo de particulas
coloidais por reticulacao eletrostatica e a sua caracterizagéo fisico-quimica. E a
segunda parte, descreve o seu comportamento reoldgico. Esses dados serao
utilizados para avaliar o aumento da resisténcia mecénica dos fios de cabelo.



2. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi a preparacdo e caracterizagdo de complexos
polieletrdlitos de pectina citrica e de peptonas vegetais, em processo escalonavel,
para aplicagcbes em transformacéo capilar. Os complexos obtidos podem atuar na
entrega de ativos lipofilicos como corantes e esséncias encapsulados ou vazios por
suas propriedades.

2.1 Metas
Este objetivo foi atingido através de metas, determinadas para cada material:

2.1.1 Pectina Citrica

1. Caracterizacao de duas pectinas citricas quanto ao grau de esterificacao e
massa molar;

2. Preparacao de particulas de pectina citrica e de peptonas vegetais, ambas
reticuladas com cloreto de célcio e goma quar quaternizada através de adicao do
agente de reticulagdo sobre a solugao de polimero sob agitacdo mecanica em varias
condi¢des operacionais de concentragédo de polimero e agente de reticulagao;

3. Caracterizagdo das particulas produzidas através do didmetro
hidrodinamico e distribuigéo, potencial zeta e microscopia eletrénica de varredura;

4. Estudo da influéncia do grau de esterificacdo, agente de reticulacao e
concentragdo de pectina citrica no diametro médio, distribuicdo e potencial zeta de
particulas de pectina citrica;

5. Selecdo das condi¢cdes operacionais (grau de esterificacdo, agente de
reticulagdo e concentragdo de pectina e reticulante) que favoreceram a
predominancia de nanoparticulas nas dispersoes;

6. Caracterizagcao reoldégica dos componentes viscoso e elastico das
dispersdes de copolimero catiénico (poliquaternium-7) e pectinas, nas formas livre e
contendo particulas de pectina.

2.1.2 Peptonas Vegetais

1. Selecdo das condi¢cdes operacionais (tipo de peptona vegetal, agente de
reticulacdo e concentracdo de peptona e reticulante) que favoreceram a
predominancia de nanoparticulas nas dispersoes.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Nanotecnologia

O conceito mais basico de nanotecnologia descreve a utilizagdo de
dispositivos ou a producao de materiais em escala nanométrica (1 nm a 1 ym), ou
seja, “a nanotecnologia é formada por um grupo de tecnologias emergentes nas
quais a estrutura em questdo € controlada em escala nanométrica para produzir
novos materiais e dispositivos que tenham propriedades uteis e distintas” (US
Foresight Institute, 2009) . Este conceito surgiu no advento do primeiro microscopio
eletrdbnico em 1931, desenvolvido por Max Knoll e Ernst Ruska na Alemanha,
quando foi possivel a visualizacdo de materiais nesta escala. Desta forma, a
nanotecnologia evolui conforme a melhoria na precisdao dos equipamentos utilizados
na caracterizacao de componentes e é, portanto, um conceito dindmico que sofre
alteracdes conforme a necessidade.

O dinamismo deste conceito pode ser visualizado verificando-se a quantidade
de artigos cientificos publicados ao longo dos anos, desde 1960 até 2012 (Tabela 1).
Nota-se que a nanotecnologia € uma area de conhecimento relativamente jovem e
que estda em ampla expansao, juntamente com outros ramos da tecnologia. Houve
grande evolugédo nos ultimos 10 anos, indicando alta demanda pela comunidade e
evolugdo da precisdo dos equipamentos de visualizacdo e caracterizagdo dos
produtos em escala nanométrica.

Tabela 1: Evolucao nas publicagdes cientificas na area de nanotecnologia. (Fonte: Scopus)

2001a2012 65505

1991 a 2000 2151

1981a1990 11

Periodo (anos)

1971a1980 1

1960a1970 | O

Quantidade de artigos cientificos publicados

A utilizacdo de sistemas miniaturizados € de grande interesse do ponto de
vista de fabricacdo, desempenho e atuacdo, visto que dispositivos em escala
nanometrica necessitam de menor quantidade de energia para funcionar, sdo mais
rapidos e eficientes devido menor distancia entre os componentes ativos, podem ser
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transportados com maior facilidade por serem menores € mais leves, a limpeza e a
manipulacao sao facilitadas e necessitam de manutencao menos frequente, pois séo
compactos, dissipam menos calor e apresentam menores focos de contaminacao
(Fu et al, 2012).

Além das vantagens técnicas, os produtos nanotecnoldgicos apresentam alto
valor agregado. O mercado de produtos nanotecnoldgicos para o ano de 2010 foi
estimado em US$383 bilhdes (-FIRJAN, 2010). Existe uma dificuldade em avaliar ao
certo o faturamento nesta area por ser uma vertente tecnolégica muito dindmica.
Assim, as pesquisas podem ignorar as categorias mais antigas, como o carbono
preto utilizado em borracha de pneus, que ja se apresentava em escala
nanométrica, e citar somente os nanotubos de carbono utilizados atualmente, por
exemplo, subestimando os valores reais. O oposto pode acontecer, nos casos em
que o prefixo “nano” é utilizado como forma de marketing, mesmo que o produto ndo
possua nenhum nanomaterial (Berube, 2009), mascarando os dados das pesquisas.
No entanto, é possivel verificar que este mercado impulsiona um grande capital
internacional, que ainda estd em processo de expansao.

Esta expansdo é consideravel pelo grande escopo de aplicacbes dos
nanomateriais. Na darea de materiais nao-carbbnicos é possivel citar o0s
nanocompdsitos formados para melhorar caracteristicas indesejadas como dureza,
resisténcia ao calor e condutividade elétrica, além dos materiais utilizados para
recobrimento alterando as propriedades superficiais (Salmaso et al, 2012). Quanto
aos materiais a base de carbono, podem-se citar os fulerenos e os nanotubos de
carbono utilizados principalmente na area de eletrénica (Giacalone et al, 2010;
Takahashi et al, 2011). Os nanodispositivos podem ser utilizados para a engenharia
de ultraprecisao (Zou et al, 2011), nas industrias automotivas e aeroespaciais, além
de seu uso em catédlise heterogénea (Lee et al, 2011). Pode-se verificar o uso de
nanomateriais na suplementacao de concreto em engenharia civil ou como um novo
leque de superficies para a arquitetura. Foram constatados avangos no uso da
nanotecnologia para a geragcao de energia em células fotovoltaicas e de combustivel
(Peng et al 2011), além da facilidade quanto ao armazenamento de energia em
dispositivos eletrdnicos nanométricos e na emissdo em forma de luz (Kim et al,
2012), através de diiodos emissores de luz (light-emitting diodes - LEDs). Na area
téxtil, os nanoaditivos conferem novas propriedades as fibras, como maior
durabilidade e antisepsia no caso de impregnacdo com nanoparticulas de prata
(Ugur et al, 2010; Dastjerdi et al, 2010). Os nanomateriais podem ser utilizados na
remediacao de solos e lengéis freaticos contaminados, além de tratamento de agua
e residuos industriais.



O uso da nanotecnologia aplicada a area da saude une uma das praticas
mais antigas da humanidade com um modelo inovador de intervengao no bem estar
das pessoas. Por ser a aplicagcdao mais direta dos nanomateriais na vida do ser
humano e que, portanto, necessita de um controle rigido, € um dos campos que
apresenta maior disponibilidade de informagdes e estudos na literatura (Cattaneo et
al, 2010; Chakraborty et al, 2011). Dentro deste grupo é possivel citar duas grandes
aplicagbes: os dispositivos para implante, como proteses e suporte para tecidos
(scaffolds), capazes de alterar a superficie de materiais ja utilizados ou compor uma
nova linha de nanomateriais com propriedades desejadas (Zhang et al, 2011) e os
sistemas de nanocarreadores utilizados na encapsulacdo de farmacos, agentes
diagnésticos para enfermidades, alimentos e cosméticos.

3.1.2 Nanocarreadores

Os nanocarreadores sdo responsaveis pelo armazenamento e entrega dos
ativos em seu local de acéo. Diferem quanto a composicao quimica, mecanismo de
encapsulacao e liberacao, arquitetura e propriedades fisico-quimicas. Os sistemas
mais utilizados para entrega de ativos sao as nanoemulsdes, os lipossomas e as
nanoparticulas, sendo o ultimo destacado a seguir por ser o tépico estudado neste
trabalho.

Os principais sistemas nanoparticulados podem ser divididos de acordo com
sua composicao: as nanoparticulas lipidicas sélidas (SLN) e os carreadores lipidicos
nanoestruturados (NLC) formados por lipideos e as nanoparticulas poliméricas,
formadas por polimeros. As SLN diferem das NLC quanto a composicao lipidica,
pois apresentam apenas lipideos solidos, ao passo que as NLC sao formadas pela
mistura de lipideos liquidos e sélidos, formando espacos entre 0 empacotamento
dos lipideos e facilitando a incorporacdo de ativos e sua liberacdo e, portanto
apresentam maior eficiéncia de encapsulacao (Muller et al, 2007). As nanoparticulas
poliméricas podem ser nanoesferas ou nanocapsulas, dependendo de sua
arquitetura (Figura 1). As nanoesferas apresentam a porcdo polimérica coesa, de
forma que o ativo esteja distribuido uniformemente na matriz. Ja as nanocépsulas
apresentam dois compartimentos distintos: involucro e nucleo, com caracteristicas
distintas quanto a hidrofilicidade. Normalmente a por¢céo polimérica € hidrossoluvel e
deve se desintegrar para que o ativo seja liberado (Schaffazick et al, 2003).
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Figura 1: Representagéo esquematica das nanocapsulas e nanoesferas polimérica (Schaffazick et al,
2003).

As nanoparticulas poliméricas podem ser preparadas por diversas
metodologias diferentes, que orientam a arquitetura da particula obtida. Os métodos
de producao de nanoparticulas poliméricas podem ser divididos em trés categorias.
A primeira é polimerizag&do in situ de mondémeros dispersos em emulsdo coloidal,
propensa a formagao de nanoesferas, como no caso da producdo de cianoacrilato
de alquila (Lambert et al, 2000). A segunda é a polimerizagao interfacial, que pode
ocorrer pela interagdo entre o polimero e um agente externo, capaz de organizar as
cadeias poliméricas em nanocapsulas normalmente, através do processo conhecido
como coacervagao simples ou complexa (Burgess, 1994). A simples ocorre quando
0 agrupamento das cadeias poliméricas ocorre por mudanga de pH, temperatura ou
pela presenca de sais sollUveis e a complexa ocorre geralmente na presenca de
polieletrélitos de carga oposta (Horn & Rieger, 2001). Finalmente, existe a
precipitacao de polimeros pré-formados, que exige necessariamente fases distintas
para que as nanoparticulas precipitem, podendo gerar tanto nanocapsulas quanto
nanoesferas, como o poli acido latico — PLA (Quintanar-Guerrero et al, 1998).

3.1.3 Preparacao de nanoparticulas por reticulacao eletrostatica

A reticulacao de polimeros € um tipo de coacervacao, de forma que o agente
promotor da unido das cadeias poliméricas em estruturas nanométricas é chamado
de reticulante. No caso da reticulacdo eletrostatica, o polimero é denominado
polieletrélito, devido a presenca de grupamentos carregados positiva ou
negativamente e o reticulante apresenta carga oposta a carga do polimero, atraindo
0s grupamentos carregados em unidades mais compactas de polimero,
normalmente esferas ou capsulas de dimensées micro ou nanométricas. Durante
esse processo pode ocorrer a encapsulacdo de ativos pela internalizacdo ou
adsorcao na superficie da estrutura formada.

Os polieletrélitos poliméricos podem ser utilizados na encapsulacao de ativos
para uso humano, visto que se degradam com baixa velocidade, sem alterar a
funcédo normal das células e utilizam como solvente a agua (Matsusue et al, 1995). A
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unido de polieletrélitos de carga oposta funciona como uma coacervacéao, formando
espontaneamente estruturas insolluveis, denominadas dispersées complexas de
polieletrélitos (PECs), mantidas pelas ligagbes de hidrogénio, forcas de Van der
Waals e principalmente pelas interacdes eletrostaticas. A formagéo de PECs pode
ser controlada pelas variaveis de forca e localizacdo dos sitios idnicos, pH,
temperatura, intensidade de mistura, entre outros. Na formacdo dos PECs ocorre
inicialmente o processo rapido de entralagamento mutuo dos polimeros, dependente
dos tamanhos molares, seguido de mudanga conformacional dos agregados pré-
formados (Hartig et al, 2007).

Existem dois modelos estruturais de PECs discutidos na literatura, descritos
pela massa molar, estequiometria e caracteristicas dos grupos poli ions: a estrutura
“ladder-like” e o modelo tipo “scrambled-egg’ (Figura 2). O primeiro modelo descreve
a formacdo dos complexos em nivel molecular, por meio de adaptagéao
conformacional no pareamento dos contra-ions. Este pareamento geralmente é
insuficiente, devido a fracos grupos iénicos e grande diferenca entre as dimensdes
moleculares dos polieletrélitos, gerando misturas de PECs soluveis e insoluveis. No
segundo modelo ocorre a incorporagdo de diversas cadeias poliméricas no interior
das particulas, geralmente com dimensdes semelhantes e com fortes grupos iénicos,
facilitando a formagéao de PECs insoluveis (Thunemann et al, 2004).

No caso da reticulacao eletrostatica, ocorre a formacédo de PECs soluveis ou
insoluveis dependendo das condi¢cdes experimentais. Os complexos obtidos podem
seguir tanto a estrutura “/adder-like” quanto o modelo “scrambled-egg”, como a
quitosana (Guerra et al, 1998) e a pectina (Braccini et al, 2001).

(a) (b)

+ \ /'\ ]
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Figura 2: Representacao esquematica das estruturas "ladder-like" (a) e "scrambled-egg" (b). A linha
preta representa o poli ion negativo enquanto a linha cinza representa o poli ion positivo. (Hartig et al,
2007)



Alguns parametros-chave devem ser considerados no estudo dos
nanocarreadores, como tamanho, polidispersidade, composicdo quimica e formato,
incluindo porosidade (Ramsden, 2009). Conhecendo-se esses parametros, a
escolha da nanoparticula a ser utilizada envolve conhecimentos prévios sobre o
ativo a ser encapsulado e seu sitio de acado. Varias industrias ja utilizam esses
conhecimentos para o desenvolvimento de nanoprodutos nas areas farmacéutica e
alimenticia. No entanto, a area de cosméticos vem se destacando na utilizac&o de tal
tecnologia, devido a grande demanda do mercado.

3.2 Preparacoes cosméticas

A preocupagado com a beleza e bem-estar € inerente ao ser humano e sempre
esteve presente na historia das civilizagbes, no entanto, somente em 1910, o
primeiro saldo de beleza do mundo foi inaugurado em Londres, por Helena
Rubinstein. No Brasil, foi a partir dos anos 50, devido a incentivos fiscais, que as
empresas de grande porte, como a americana Avon e a francesa L’Oréal,
inauguraram suas filiais. A partir dai surgiram inUmeras industrias cosméticas no
pais. Essas empresas contribuem para o crescimento desse segmento (Figura 3),
garantindo ao Brasil a terceira colocagdo no ranking do mercado mundial de
produtos de higiene pessoal, perfumaria e cosméticos (ABIHPEC, 2012).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), os cosméticos
“sao preparagdes constituidas por substancias naturais ou sintéticas, de uso externo
nas diversas partes do corpo humano, pele, sistema capilar, unhas, labios, érgéos
genitais externos, dentes e membranas mucosas da cavidade oral, com o objetivo
exclusivo ou principal de limpa-los, perfuma-los, alterar sua aparéncia e/ou corrigir
odores corporais e/ou protegé-los ou manté-los em bom estado”. No Brasil, séo
classificados como produtos de grau de risco |, quando n&o necessitam de
informacodes detalhadas quanto ao modo de uso (por exemplo: batom labial, esmalte
e mascara para cilios) e de grau de risco I, quando necessitam de comprovacéao de
seguranca e/ou eficacia, além de informagdées quanto ao uso e restricbes (por
exemplo: depilatério quimico, bronzeador e repelente de insetos).
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Figura 3: Evolugdo da industria cosmética no Brasil (Fonte: ABIHPEC).

Dentre os produtos cosméticos disponiveis no mercado, a classe que
movimentou maior capital de exportacdo em 2012 foram os produtos para cabelos,
totalizando US$6,7 bilhdes (ABIHPEC), correspondente 22,8% do total do setor. A
valorizacao desta linha de produtos indica grande demanda por parte do mercado
consumidor internacional, merecendo mais estudos na area.

3.2.1 Nanocosmeéticos

Os nanocosméticos sao classificados como grau de risco I, pois apresentam
estruturas com diametro reduzido, que podem levar a diferengas no perfil de
permeacao, aumentando as chances de toxicidade e por isso esses produtos devem
passar por estudos de seguranca e eficacia (Fronza et al, 2007). Normalmente os
nanocosmeéticos sdo nanoparticulas labeis, ou seja, sdo particulas que se dissolvem
fisica ou quimicamente ap6s a sua aplicacdo e, portanto, apresentam riscos
sanitarios menores que as particulas insoluveis (fulerenos, nanotubos de carbono,
etc).

Os nanocosmeéticos foram introduzidos em 1986, pela empresa Dior, através
de lipossomas pelo produto Capture. Na década de 90, a L’Oréal iniciou suas
pesquisas no ramo nonotecnoldgico até que em 1995 introduziu os primeiros
produtos na forma de nanocépsulas poliméricas. A partir desse momento, inUmeros
produtos foram lancados no mercado cosmético. Em 2001, o Primordiale da

Lancéme foi lancado. Constituido por vitamina E nanoencapsulada, o produto
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promete uma larga distribuicdo da vitamina pelas camadas da pele (Jansen et al,
2001). Em 2005, a companhia alema Dr. Ripler introduziu no mercado os primeiros
produtos contendo as NLCs, através do produto NanoRepair Q10 Cream e
NanoRepair Q10 Serum (Muller et al, 2007). Atualmente existem diversos produtos
nanotecnoldgicos no mercado internacional, tais como o RevitalLift, langado em 2011
pela L’Oréal e inclusive nacional, como o Nanoserum (creme anti-sinais para a area
dos olhos), o primeiro produto nanotecnoldgico brasileiro, fabricado pelo O Boticario
em 2006.

O uso de nanotecnologia em cosméticos pode ser categorizado de acordo
com as caracteristicas distintas para cada sistema nanoestruturado. Existem as
nanoemulsdes, formadas por um sistema bifasico de nanogotas entre 50 a 100 nm,
utilizadas normalmente em condicionadores e logbes devido as suas propriedades
Oticas e sensoriais desejadas, como transparéncia, fluidez e suavidade ao toque.
Nao apresentam riscos adicionais aos consumidores quando comparados aos
relatados para emulsées comuns, visto que ambos sdo compostos por uma mistura
entre agua e 6leo (Kogan et al, 2006). Os lipossomas e as nanoparticulas
poliméricas/lipidicas podem ser utilizados como carreadores de ativos cosméticos,
principalmente para aplicagdo cutdnea, como citado anteriormente.

Dentre os produtos nanotecnolégicos aplicados no setor de produtos
capilares, destaca-se o Uvinil T 150, que contém um filtro UV-B encapsulado em
nanoparticulas lipidicas (Zulli et al, 2001) e que garante até cem vezes maior
afinidade do filtro aos fios de cabelo. Em 2002, as nanoparticulas poliméricas
formadas por polimeros e copolimeros hidrofébicos foram patenteadas (Shefer et al,
2002). Essas particulas sao formadas por um nucleo sélido e uma superficie externa
catibnica, garantindo a liberacao controlada de ativos e marcadores sensoriais, como
0s agentes condicionantes catiénicos, a fim de melhorar o sistema de deposi¢cao nos
cabelos. Em 2008, foram desenvolvidas as nanoparticulas de sericina, extraidas da
proteina da seda. Essas particulas foram obtidas por coacervacdo complexa da
proteina com polimeros catibnicos e recobertas com agentes tensoativos catiénicos,
conferindo brilho e condicionamento aos fios (Marcelino, 2008).

3.3 Cabelo humano

E importante conhecer a arquitetura do cabelo humano para facilitar o
entendimento sobre sua interagcdo com os produtos para cabelos. O cabelo humano
€ um anexo epidérmico, ou seja, possui caracteristicas distintas, porém é
proveniente da epiderme. E dividido em duas porgdes: o foliculo piloso e o fio de
cabelo propriamente dito, foco dos produtos cosméticos.
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O fio de cabelo € uma fibra de 50 a 100 um de didmetro, constituido de quatro
camadas distintas: medula, cuticula, cértex e o cimento intercelular (Figura 4). A
medula € a porcdo mais interna e nem sempre esta presente, portanto € pouco
visada para a aplicacdao cosmética. O cértex é formado pelo empacotamento de
células corticais, ricas em proteinas contendo agrupamento enxofre (queratina),
dispostas paralelamente ao sentido da fibra capilar. Sua organizacdo confere certa
elasticidade ao fio e, portanto essa estrutura é responsavel pelas propriedades
mecanicas das fibras (Feughelman et al, 1997). Devido a alta compactacao das
células corticais, sdo poucos permeaveis por liquidos em geral, porém sdo menos
resistentes a agentes oxidantes. A cuticula é composta basicamente pela proteina
queratina, disposta em escamas sobrepostas, atuando na protecao do coértex.
Quando integra, a cuticula forma uma superficie continua, limitando o contato com
0s outros fios e permitindo a reflexao da luz. No entanto, processos de secagem com
secador e escovacao dos fios podem deformar a cuticula através da abertura de
suas extremidades ou até remover a cuticula completamente (Bhushan, 2008;
Robins et al, 2002). A difusdo de substancias para o interior dos cabelos pode
ocorrer pela via transcelular (através da cuticula) ou pela via intercelular (entre as
cuticulas, pelo cimento intercelular). A via intercelular é mais aceita, pois este
caminho apresenta componentes mais pobres em ligagdes cruzadas dissulfidricas,
facilitando o transporte. No entanto, quando os cabelos apresentam danos, a
quantidade de pontes de dissulfeto diminui, tornando a difusdo mais rapida (P6tsch
et al, 1996). O cimento intercelular apresenta propriedades adesivas, facilmente
atacadas por enzimas, porém resistente a agentes alcalinos e agentes redutores
(Smith et al, 2002).

Os fios de cabelo sao constituidos majoritariamente por proteinas
queratinosas, que totalizam entre 65 a 95% de sua composicdo estrutural. O
restante dos componentes esta dividido entre agua, lipidios estruturais e livres,
pigmentos e tracos de outros elementos (Robbins, 2002). A melanina presente no
cértex € responsavel pela coloracdo dos fios. Esse pigmento € produzido pelos
melandcitos do bulbo capilar e é uma caracteristica codificada geneticamente
(Bolduc et al, 2001).
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Figura 4: Representagdo esquematica da arquitetura do fio de cabelo. (a) Estrutura da fibra capilar
(b) Secao transversal da fibra capilar humana. (Marcelino, 2008)

O encadeamento de aminoacidos da queratina apresenta maior quantidade
de grupamentos carboxilicos em relacdo aos grupamentos amino e, portanto, a
superficie dos fios de cabelo apresenta carga total negativa (Fronza et al, 2007).
Dentre os principais aminoacidos que compde a estrutura da queratina estdo a
cisteina (15,9%), serina (12,2%), o acido glutamico (12,2%), a prolina (8,4%), a
treonina (7,6%) e a arginina (6,5%) (Valkovic, 2000, Bhushan 2008). A cisteina,
presente de forma mais abundante nas moléculas de queratina, possibilita a juncao
entre as cadeias polipeptidicas através de pontes dissulfeto e assim estabiliza as
fibras de queratina. Além disso, outras ligacdes mais fracas, como as forcas de Van
der Waals e ligacoes de hidrogénio podem atuar na ligacao entre as cadeias (Figura
5). Os produtos cosméticos atuam nessas forcas de interacdo entre os fios, para que
o resultado esperado seja obtido (Bolduc et al, 2001).

Os fios de cabelo podem ser danificados pela escovacdo mecanica,
temperatura elevada de utensilios de modelagem ou radiacdo UV, entre outros
(Harisson et al, 2004). No caso da exposicao dos fios a radiacao UV ou agentes
oxidantes, como o perdoxido de hidrogénio, a cisteina presente na queratina sofre
oxidacao, de forma que as pontes dissulfeto sdo oxidadas a sulfonato, aumentando
a quantidade de cargas negativas nos fios. Essa alteracdo das cargas negativas
afeta o aspecto dos fios e a adsorcdo de agentes catidbnicos na superficie dos
cabelos (Stranick, 1996). Assim, existe a demanda de tratar os cabelos agredidos,
utilizando produtos adequados para cada necessidade.
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Figura 5: Representacao esquematica das ligagbées quimicas presentes na queratina (Bhushan,
2008).

3.3.1 Propriedades mecénicas do cabelo

As propriedades mecanicas do cabelo estdo geralmente associadas ao cortex
capilar. Isso ocorre pois dentre as estruturas do fio, o cértex € o majoritario e
apresenta em sua composigdo os cristais de a—queratina (Robbins et al, 1991;
Nogueira et al, 2006). A a-queratina apresenta ligacbes de hidrogénio
intramoleculares em estruturas helicoidais entre as carbonilas e grupos aminos
secundarios. No caso da B-queratina as ligacdes de hidrogénio sao intermoleculares.
Portanto, a queratina em conformacédo beta apresenta estrutura amorfa e menos
resistente a tracdo mecanica. O uso de produtos capilares alisantes geralmente
acarreta em quebra de parte das ligacbes de hidrogénio da a-queratina,
transformando-a em conformacao beta.

O comportamento da fibra de a-queratina (em fios de cabelo no sentido
longitudinal) quando submetida a uma tensdo pode ser visualizado em forma de
curva de tensado-deformagéo disposta na figura 6.
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Figura 6: Curva de tensao-deformacgao para fibra de a-queratina. A (comportamento Hookeano), B
(comportamento de reconstituicao), C (comportamento pds-reconstituicéo), D (ponto de ruptura).
Fonte: Wagner, 2006.

Inicialmente as fibras apresentam comportamento de sélidos elasticos
(Hookeanos), pois o aumento da deformacao é proporcional a tensédo aplicada até
2% de deformacao, de forma que removendo a carga aplicada as fibras voltam
imediatamente ao seu comprimento original. O mddulo elastico (ou de
armazenamento) pode ser obtido através da determinagéo da inclinagdo da reta na
regido A. Na regido de reconstituicdo (deformagédo variando entre 2 e 30%) a
deformagdo aumenta rapidamente com pequenas variagdes de tensao. Esses
valores de deformacao sao suficientes para que cerca de 30% das cadeias de
queratina alfa passem a conformacéao beta, porém essa transformacgao é reversivel
quando em condi¢cées controladas como imersdo em agua a 52°C por 24hs
(Feughelman, 2002). Na regido pds-reconstituicdo (acima de 30% de deformacéo)
ocorre cisalhamento entre as cadeias e quebra das ligagdes de forma irreversivel,
até o ponto de ruptura. A deformacédo necessaria para a ruptura das fibras esta
relacionada com as condicbes do coOrtex quanto aos danos causados por
tratamentos cosméticos ou efeitos do ambiente (Wagner, 2006). Dentre os efeitos
que afetam as propriedades mecanicas dos fios estao temperatura, umidade relativa,
didametro da fibra, estrutura e composicao protéica. O uso de produtos cosmético
pode atuar beneficiando as caracteristicas naturais dos fios, interferindo
indiretamente nas propriedades mecéanicas dos cabelos.

3.3.2 Produtos cosmeéticos para cabelo

Os produtos para cabelos podem atuar na limpeza, ondulamento, alisamento,
condicionamento e coloragdo dos fios de cabelo, classificados como grau de risco |
ou Il, dependendo de sua atuagdo. Existem os produtos para tratamentos
especificos, como queda de cabelo, caspa e antiparasitarios, que nao serao
abordados neste tdpico.
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Os agentes de limpeza utilizam geralmente em suas formulagdes uma mistura
de surfactantes anidnicos, catidnicos e nao-ibnicos, capazes de remover a
oleosidade, limpando a superficie dos fios. Os xampus sdo compostos por uma
gama de compostos, a fim de promover a limpeza e algum tratamento especifico
para os cabelos e ao couro cabeludo. Atualmente, os xampus s&do compostos por
mais de 30 componentes, entre surfactantes, agentes condicionantes e aditivos, que
alteram a viscosidade, a quantidade de espuma ou a capacidade promotora de
penetragdo ou adsorgéo dos ativos aos fios (Trueb, 2007).

3.3.2.1 Produtos de transformacao capilar

Transformacdo capilar é dada pela modificagdo permanente das
caracteristicas naturais dos fios, como morfologia e coloragdo. Dentre os produtos
utilizados nesse processo estdo os alisantes, agentes de ondulagéo e tinturas.

Os produtos de ondulamento e alisamento podem ser temporarios ou
permanentes, atuando de formas semelhantes em ambos os casos. Os tratamentos
temporarios atuam nas ligagbes mais fracas intra e intermoleculares da queratina,
como as ligagdes de hidrogénio e forcas de Van der Waals, portanto, modelam o fio
sob alta temperatura até a préxima lavagem. Os tratamentos permanentes atuam
nas ligacoes mais fortes das moléculas de queratina, as pontes dissulfeto, através
de um mecanismo redox. A cuticula passa por um processo de abertura em pH
basico, posteriormente um agente redutor é adicionado para romper as pontes
dissulfeto, o fio € entdo modelado de forma lisa ou ondulada e finalmente um agente
oxidante consolida a nova estrutura da queratina (Zviak et al, 1986).

3.3.2.2 Produtos para coloracao de cabelos

Existem diversos produtos para alteragao da coloracao dos fios disponiveis no
mercado. Esses produtos contém a presenca de pigmentos, que podem ser
sintéticos ou naturais. Os pigmentos naturais sdo geralmente extraidos de plantas,
como o caso da henna, do pau-brasil e da camomila, porém seu uso € limitado
devido a dificuldade em prever a intensidade da tonalidade final. Assim, os
pigmentos sintéticos sdo mais utilizados em formas de tinturas. As tinturas podem
ser classificadas quanto ao seu tempo de acdo. Geralmente, sdo denominadas como
gradual, temporaria, semipermanente e permanente (Brown, 1997).

A coloracao gradual geralmente apresenta metais em sua composicéo, de
forma que a interacdo desses metais (prata, bismuto ou chumbo) com os residuos
de cisteina dos fios acarreta em formacao de sais metalicos. Esses sais depositados
nas camadas das cuticulas dos fios sdo removidos gradativamente com a lavagem
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dos cabelos. Alguns estudos revelam que o uso desse tipo de coloracao é antigo,
visto que uma preparacao cosmética egipcia de cerca de 4000 anos atras descreve
0 uso de cristais de galena (PbS). Andlises mais recentes indicam que esses cristais
apresentam carater nanométrico (Walter et al, 2006).

Coloracdes temporarias apresentam em sua composicao pigmentos acidos,
de altos pesos moleculares e soluveis em agua. Por serem maiores em tamanho,
ficam depositadas sobre o cabelo temporariamente até que sejam removidas pela
lavagem dos cabelos. Desta forma, cabelos danificados, que apresentam maior
porosidade retém de forma mais eficiente esse tipo de coloracdo (Bolduc et al,
2001).

As coloragdes semipermanentes apresentam baixo peso molecular, sao
geralmente sintéticas, com moléculas para-substituidas como diaminas, aminofendis
e fendis. Por serem menores, sdo capazes de penetrar no cortex capilar,
permanecendo por mais tempo sobre os fios (Draelos, 1991).

Finalmente, as coloragbes permenentes sdo resultantes de uma reagéo
oxidativa irreversivel aos fios. Os compostos intimamente relacionados ao processo
de oxidagcdo sdo os orto e para-aminofendis e agentes oxidantes (geralmente
peréxido de hidrogénio), que reagem com os fendis, beta-aminofendis e meta-
diaminobenzenos para a formagao dos pigmentos (Bolduc et al, 2001).

Apesar da ampla gama de produtos disponiveis no mercado, ndo existem
relatos sobre o uso de materiais em escala nanométrica para a encapsulacao de
pigmentos para uso em coloragdes capilares.

Para as diversas aplicacdes em cabelos, sdo utilizadas matérias-primas de
fontes variadas. No entanto, o mercado consumidor estd cada vez mais se
preocupando com produtos que nao causem danos ao ambiente e que sejam de
fontes renovaveis. Assim, os polimeros, proteinas e hidrolisados protéicos de origem
vegetal tém se destacado perante outras fontes para compbr as formulacdes
cosmeticas capilares. Neste trabalho, serdo abordadas as pectinas e os hidrolisados
protéicos de batata, soja e trigo.

3.4 Reologia de dispersoes

Reologia é a ciéncia que estuda a deformagao e o escoamento de materiais
frente a uma tensdao ou deformacdo. Enquanto a resisténcia de um fluido ao
escoamento € descrita como viscosidade (Steffe, 1996).

O comportamento ideal dos materiais apos a aplicacdo de uma forga externa
pode ser descrito como soélido elastico, quando segue a Lei de Hooke, ou como

17



liquido viscoso, quando obedece a Lei de Newton. No entanto, em alguns casos o
comportamento é intermediario entre sélidos elasticos e liquidos viscosos e, portanto
o sistema é descrito pela combinacdo desses dois elementos e o sistema é
denominado viscoelastico. Todos os biopolimeros apresentam essa caracteristica
(Chronakis & Kasapis, 1995). A viscoelasticidade nesse caso € dada pelo
emaranhamento das cadeias ou particulas que deslizam com o cisalhamento.

A determinacado da viscoelasticidade pode ser realizada por testes estaticos
ou dinamicos e é realizada por meio de equipamentos denominados re6metros.
Nesses ensaios € determinada a relagdo entre tensao de cisalhamento () em Pa,
taxa de deformacéo (y) ems' e tempo em s. Para os ensaios estéticos, a tenséo é

mantida constante e a variagdo da deformacao é determinada em fung¢édo do tempo.
Ja no caso dos ensaios dinamicos (ou oscilatérios), uma tensao ou deformacao
oscilatéria senoidal (a uma frequéncia w) € aplicada e sdo determinadas a diferenca
de fase entre a tensdo e a deformacdo oscilatérias, além da taxa de amplitude
(Tadros, 2010). Neste caso, a tensdo de cisalhamento e a taxa de deformacao
oscilam como uma curva senoidal, com deslocamento de fase entre 0 e /2. Para
materiais for puramente elasticos (Hookeanos), o deslocamento de fase é 0, j4 para
materiais puramente liquidos (Newtonianos), o deslocamento € de = /2 (90°) (Figura
7).
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Geralmente sao utilizados os ensaios dinamicos para materiais que
apresentam interagcbes intermoleculares em solugdo ou conformacdes
macromoleculares como no caso dos sistemas coloidais (Tadros, 2010).

Existem modelos reoldgicos para a caracterizagdo de fluidos, relacionando os
parametros de tensdo de cisalhamento e taxa de deformacéo (Figura 8). Para os
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fluidos newtonianos, esses parametros sao relacionados utilizando a viscosidade (n)
em Pa.s como constante de proporcionalidade, através da Lei de Newton descrita
pela Equacgéo 1 (Barnes et al, 1989):

T=ny (Equagéo 1)

Para os fluidos ndo-newtonianos, a viscosidade é descrita como aparente e
depende da taxa de deformacdo, dando origem aos outros modelos. O modelo de
Herschel-Bulkley engloba todos os modelos e por isso pode ser usado para
descrever o comportamento de diversos tipos de fluidos.

PLASTICO DE BINGHAM

HERSCHEL BULKLEY

PSEUDOPLASTICO

NEWTONIAND

DILATANTE

'1I'

Y

Figura 8: Caracterizagao de fluidos, relacionando os para@metros de tensao de cisalhamento e taxa de
deformacéo.

De maneira geral, os materiais complexos apresentam comportamento
pseudoplastico e tixotrépico, isto é, a viscosidade aparente diminui a medida que a
taxa de deformacdo e o tempo de cisalhamento aumentam. Isso ocorre devido a
alteracdo da orientacdo das moléculas na direcdo do escoamento e a quebra de
agregados frente a tensédo aplicada, tornando a resisténcia ao movimento cada vez
menor (Figura 9) (Barnes et al, 1989).
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Figura 9: Orientagdo das moléculas perante 0 escoamento com consequente quebra de agregados
frente a tensdo aplicada (Sato, 2005).

A resposta obtida através dos testes dindmicos é interpretada pelo modulo de
armazenamento ou de elasticidade (G’), o médulo de perda ou de viscosidade (G”) e
o angulo de fase (¢ ), normalmente calculado como tan¢é = G”/G’ (Mendieta-Taboata
et al, 2008). Os modulos representam os graus relativos em que um material
consegue se recuperar com uma resposta elastica (G’) ou com uma resposta
viscosa (G”), a medida que a taxa de deformacéo (frequéncia) varia. Geralmente, os
componentes G’ e G” aumentam linearmente com o aumento da freqiéncia, porém
um deles se sobrepbe ao outro, aumentando mais rapidamente. No caso de um
sélido perfeitamente elastico, G” é zero e toda a energia é armazenada no médulo
G’. Ja para fluidos perfeitamente viscosos, ocorre o oposto. No ponto onde G’=G”, a
freqiéncia é denominada freqiiéncia cruzada (fc) e o sistema avaliado apresenta
caracteristicas de redes entrelagcadas. O angulo de fase representa a capacidade do
material na conversdo de energia mecanica em calor. Esse parametro é util na
caracterizacao de sistemas poliméricos, pois indica 0 quanto um material € mais
caracteristicamente elastico ou viscoso (Shimojo, 2011).

3.4.1 Reologia de suspensoes

As suspensdes sao caracterizadas pela presenca de duas fases: uma fase
sélida dispersa em uma fase liquida. Em casos de sistemas diluidos, praticamente
nao ocorre interacdo entre as particulas, enquanto os sistemas mais concentrados
podem apresentar quatro tipos de interagdes (Figura 10).
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Figura 10: Sistemas de particulas em suspensdo. (a) Suspensao diluida sem interagdo entre as

particulas; (b) Suspensao estabilizada por interagdes estéricas; (c) Sistema floculado; (d) Suspensbes
parcialmente estaveis com alguma estrutura formada; (e) Sistema sedimentando (Sato, 2005).

A interacao tipo esfera-sélida (conhecida também como estabilidade neutra)
ocorre quando as forgas atrativas e repulsivas atuam controlando o sistema através
do movimento Browniano e das interagcbes hidrodinamicas. Neste caso as particulas
comportam-se como esferas soélidas, de forma que quando o sistema atinge a
concentracdo limite de particulas, o comportamento de escoamento é alterado
repentinamente de viscoso para elastico.

A interacdo eletrostatica ocorre quando as particulas em suspensao
apresentam cargas de superficie. Essas cargas possibilitam a formacdo de uma
dupla-camada composta por contra-ions e co-ions adsorvidos fisica ou
guimicamente, dependendo da concentracdo de eletrdlito e da valéncia dos contra-
ions. A repulsdo entre os ions da dupla-camada determina o comportamento
reoldgico desse tipo de suspensao.

A interacao estérica ocorre na presencga de grupos nao ibnicos adsorvidos ou
de polimeros em camadas solvatadas. Quando os grupos adsorvidos em particulas
distintas se aproximam pode ocorrer interpenetracdo, compressao ou uma mistura
entre as duas interacdes. Nessa regiao ocorre repulsdo estérica, determinando
assim o comportamento reolégico da suspensao.

Finalmente, as interacbes atrativas ocorrem naturalmente entre atomos ou
moléculas quando estdo a pequenas distancias. As forcas atrativas sdo conhecidas
como forcas de Van der Waals, provenientes das interacdes dipolo-dipolo, dipolo
induzido ou forgas de dispersdo de London. A atracdo entre moléculas ou particulas
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acarreta em deslocamento de liquido na suspensdo, caracterizando o
comportamento reolégico deste tipo de suspensao. Em casos de alta concentracao
da fase dispersa, podem ocorrer sistemas parcialmente ou totalmente floculados.

O balanco entre as interacbes atrativas e repulsivas acarreta na estabilidade
dos sistemas coloidais, determinada pela teoria DLVO (Derjaguin-Landau-Verwey-
Overbeek). Dependendo das caracteristicas quimicas dos componentes de cada
fase da suspensdo, tamanho e formato das particulas, efeitos de superficie e
presenca de aditivos pode-se observar os comportamentos descritos (Ferguson &
Kemblowski, 1991). Para o caso de cosméticos, o controle da reologia é essencial
para a avaliacao da estabilidade em longo prazo e para o controle do sensorial do
produto.

3.5 Pectinas

As pectinas sdo moléculas de polissacarideos complexos, encontrados em
plantas superiores, ou seja, em plantas que apresentam vascularizacao
desenvolvida. Estdo presentes nas paredes celulares das células vegetais, onde
atuam na manutencdo da rede de celulose e ainda como agente hidratante
(Muralikrishna & Taranathan, 1994). Podem ser encontradas em tecidos vegetais
macios, quando estes se encontram em divisdo celular acelerada e sob alta
umidade, sugerindo um papel no movimento de agua e outros fluidos vegetais vitais
para o crescimento das plantas.

Estes polissacarideos conferem firmeza estrutural as células vegetais,
analogamente ao colageno nas células animais (Figura 8), de forma que a conexao
entre as pectinas e as fibras de celulose, além de sua orientagdo e de suas
propriedades mecanicas é responsavel pela forca da parede celular vegetal
(Preston, 1979). Algumas pectinas possuem modificagdes estruturais, como
glicosilacbes com xiloglicanos, para que possam se ligar covalentemente as fibras
de celulose (Jarvis et al, 1981).
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Figura 11: Vista tridimensional do arranjo polimérico na parede celular das plantas (Wilson et al,
1986).

Frutas suculentas, que acabam por perder sua rigidez com o
amadurecimento, sdo exemplos da presencga das pectinas que sofreram degradacéo
enzimatica e solubilizagcdo da protopectina (Mollendrof et al, 1993). Essas enzimas
atuam como glicosidases, removendo as cadeias laterais de agucares neutros das
pectinas. No entanto, alguns autores relatam outros mecanismos nao hidroliticos
para a diminuicdo da rigidez dos frutos suculentos, como perda da forga ibnica dos
fluidos que estdo presentes na camada de solvatacdo da parede celular vegetal
(Fishman et al, 1989).

Dentre as principais fontes de pectinas estdo as cascas de frutas citricas
e maca, pois estdo presentes em alta quantidade e com facil extragao.
Comercialmente é importante definir a fonte de pectina, visto que cada fonte gera um
produto com diferentes capacidades gelificantes e desta forma pode-se escolher
qual polissacarideo é mais interessante para a finalidade desejada (May, 1990).

As pectinas sao polidispersas e heterogéneas quanto ao peso molecular e
estrutura quimica e possuem caracteristicas fisico-quimicas distintas, dependendo
de sua fonte, forma de extracdo e outras condigdes ambientais. Mais de 17
monossacarideos ja foram encontrados na estrutura das pectinas, porém de forma
geral, essas moléculas sdo formadas por ligacoes [1(4)] a—D-acido galacturdnico,
com diferentes graus de grupamentos carboxilicos metilesterificados (Figura 9). E
um polimero anidnico e relativamente rigido (Williams et al, 2007). Sua estrutura é
formada pela cadeia principal rica em grupamentos galacturénicos, interrompida e
dobrada em intervalos sucessivos por unidades de ramnose (muitas dessas
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unidades carregam ainda outras ramificacbes), alternando com blocos nao
ramificados, onde as unidades de ramnose séo raras (Voragen et al, 1995). Assim, a
pectina é caracterizada como um copolimero em blocos. Essas ramificacdes estao
conectadas a cadeia principal por ligagbes a-[1(2)] e podem ser removidas por
enzimas pécticas ou extraidas por processos quimicos (Aspinall et al, 1968; Barret et
al, 1965; De Vries et al, 1982). Muitas dessas ramificacbes sao caracterizadas como
acgucares neutros, que podem compor entre 10 e 15% do peso total da pectina
(Thibault & Rinaudo, 1986). Geralmente sdo arabinose, ramnose, galactose e xilose.

Os grupos presentes nas ramificacdes da cadeia principal estdo sendo
estudados como possiveis fatores modificadores das ligacdes de hidrogénio dentro
dos anéis de acido D-galacturbnico, alterando assim as caracteristicas
nanomecanicas das cadeias isoladas. Assim, essas alteragcbes nas ligacées de
hidrogénio poderiam promover uma modificagdo no alongamento das cadeias,
tornando o polimero menos rigido (Zhang et al, 2005). Estudos sobre as
caracteristicas mecanicas da pectina indicam superficie lisa e regular devido seu alto
poder lubrificante (Stokes et al, 2011). Além de apresentar propriedades
viscoelasticas que podem ser moduladas por variagdo de temperatura e presenca de
co-solutos (Brandao & Andrade, 1999; Kasapis et al, 2000; Ergelebi et al, 2009).
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Figura 12: Representacao das ligagdes a-1,4 entre os monémeros da cadeia principal da pectina.

As pectinas podem ser classificadas de acordo com seu grau de
metoxilacdo (Degree of Methoxylation — DM ou Degree of Esterification - DE): alto
grau de metoxilacdo (HM) quando o total de grupamentos metoxilicos € superior a
50% e baixo grau de metoxilacao (LM), quando o total de grupamentos metoxilicos é
inferior a 50%. O grau de metoxilagdo (ou esterificacdo) interfere em diversas
caracteristicas fisico-quimicas da pectina, como a solubilidade em &gua.

A solubilidade da pectina é geralmente facilitada quando a massa molar
do polimero € menor e quando existem mais grupos carboxilicos livres na molécula
(no caso de pectinas de LM). Entretanto, outros fatores, como pH e temperatura,
afetam a solubilizagdo do polimero. O p6 comercial de pectinas tende a se hidratar
rapidamente, formando aglomerados de por¢cbes de pectina semi-secos circundados
de uma porcao altamente hidratada. Esses aglomerados tendem a se dissolver
vagarosamente.
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Por ser um polieletrélito, a pectina sofre alteracdes fisico-quimicas em sua
estrutura de acordo com as condicoes do meio. Quando solubilizada em meio
basico, as cadeias de pectina tendem a se degradar por meio de duas reacdes
opostas, levando a perda de suas propriedades funcionais. Inicialmente, os grupos
metoxilados sofrem saponificacdo, de forma que a cadeia poligalacturdnica fica
desprotegida e sobre beta-eliminacdo. A beta-eliminacdo ocorre somente na
presenca dos grupos metoxilados e, portanto é inibida perante a saponificacdo. A
predominancia de uma reagao sobre a outra é controlada pela temperatura e pH. De
forma que, em condigbes alcalinas, temperaturas mais elevadas facilitam a beta-
eliminagcdo. Um incremento no pH acarreta em desmetilagdo predominando sobre a
beta-eliminacao (Renard & Thibault, 1996).

A reacao de beta-eliminacdo ocorre pela remocédo do hidrogénio do
carbono 5 e do grupamento glicosidico no carbono 4, promovendo a formacao de
um composto insaturado que absorve luz a um comprimento de onde de 235 nm.
Assim, o monitoramento da absorbancia da amostra nesse comprimento de onda
pode indicar degradacao (Kiss, 1974). Apesar do destaque na incidéncia desse
mecanismo de degradagdo em pH alcalino, alguns estudos revelam que o mesmo
mecanismo pode ocorrer em pH acido (2,5 a 4,5). Esses dados séo relevantes, visto
que a maioria dos processos industriais que utilizam a pectina apresenta
caracteristica acida, principalmente na industria de alimentos.

A beta-eliminacdo neste caso pode ser confundida com a hidrdlise acida.
No entanto, existe um marcador para avaliar o tipo de degradagdo. A beta-
eliminacdo promove o aumento na taxa de acucares redutores, proporcional ao
aumento na taxa de uronidatos insaturados. No caso da hidrélise acida, o aumento
na taxa de acucares redutores ndo € acompanhado pela presenca dos uronidatos
insaturados. Assim, 0 monitoramento nesses compostos pode ser utilizado para
diferenciar as reacdes (Diaz et al, 2007). Em pH &cido (na faixa de 4,5), a hidrolise
acida é facilitada frente a beta-eliminacdo. No entanto, pectinas com alto grau de
esterificacado protegem as cadeias frente esse tipo de degradacédo, diminuindo a taxa
de hidrélise (Diaz et al, 2007).

A degradacédo da pectina acarreta em diminui¢cdo da viscosidade natural
do polimero e diminuicdo da massa molar. A viscosidade esta intimamente
relacionada com as caracteristicas intrinsecas ao polimero, como volume, massa
molar, cargas de superficie e deformabilidade e as caracteristicas do meio, como
pH, temperatura e forca ibnica. Quando em solucéo, a pectina pode estar disposta
em diversas conformagdes, como vara, vara segmentada, anéis, areas circulares ou
blocos de moléculas. Essas conformacdes estdo relacionadas com a viscosidade
(Brownlee, 2011). A conformagédo de vara apresenta essa nomenclatura por estar
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estendida. As pectinas de massa molar na faixa entre 20.000 e 200.000 g/mol
apresentam geralmente essa conformagdo em agua. Em temperaturas maiores, a
pectina tende a se contrair, adquirindo uma nova conformacao (Masuelli, 2011).

3.5.1 Gelificacao

A capacidade de formar géis € motivo de utilizagdo das pectinas pela
industria de alimentos, como espessantes de geléias, por exemplo. A gelificacao das
pectinas é descrita classicamente na presenca de ions calcio, no entanto, outros
agentes catibnicos podem ser utilizados nesse processo.

Os géis sao estruturas continuas tridimensionais formadas por uma malha
de moléculas poliméricas. Observando os géis a nivel molecular, os géis aquosos
devem necessariamente apresentar zonas de juncdo entre as moléculas do
polimero, segmentos de juncbes entre polimeros relativamente méveis e agua
entremeada na rede polimérica (Jarvis, 1984).

As zonas de juncéo estdo relacionadas com a unido entre duas cadeias
poliméricas. Podem envolver uma Unica ligacao covalente ou uma combinacao entre
diversas ligacoes de hidrogénio e interagdes hidrofdbicas entre as cadeias. Essa é
uma etapa critica no processo de gelificacdo, pois prevé a formacédo de uma rede
hidratada ou de um precipitado. Geralmente os géis de pectina sdo homogéneos,
formadores de uma malha rica em agua (Axelos & Thibault, 1991). Alteracdes no
grau de esterificacdo, presenca de acucares neutros ou acetilacdo modificam
drasticamente a formacdao das zonas de juncdo, alterando a textura do gel. As
cargas negativas naturais da pectina acabam por causar repulsédo entre as cadeias,
interferindo nesta etapa.

Geralmente, pectinas HM formam géis em meio acido (pH abaixo de 3,6)
na presenca de alta concentracdo de acglcares. Esses acucares sao responsaveis
pela estabilizacdo das zonas de juncdo, através da promocado de interacoes
hidrofébicas entre os grupos metoxi. No caso das pectinas LM, a formacao de géis
se da pela presencga de ions calcio, que atuam como uma ponte entre os grupos
carboxilicos das cadeias poliméricas (Davies et al, 1980; Walkinshaw & Arnott,
1981).

As zonas de juncdo dos géis reticulados com célcio sdo descritas pelo
modelo conhecido como “egg-box” ou caixa de ovo na tradugédo para o portugués
(Figura 10). Neste modelo, pares de cadeias helicoidais 21 sdo empacotados com os
ions calcio localizados entre elas. Existem atomos de oxigénio das cadeias de acido
D-galacturénico envolvidos na coordenagédo dos ions célcio. O complexo formado
utiliza os orbitais ndo preenchidos do calcio na coordenacdo, de forma que os
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atomos de oxigénio dos grupos hidroxila, os oxigénios presentes nos anéis de acido
D-galacturdnico e aos atomos de oxigénio presentes nas cadeias laterais participam
do processo de ligacao entre as cadeias, através de sua densidade eletrdnica (Kohn,
1987).

Ve
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/

Figura 13: Representagao esquematica do modelo "egg-box" (Braccini et al, 2001).

O célcio é um ion particularmente efetivo no processo de gelificacao
devido seu raio ibnico (0,1 nm) ser grande o suficiente para que se coordene com 0s
atomos de oxigénio dispostos entre as cadeias. Os grupos metoxi auxiliam no
processo de gelificacao, prevenindo a formacao de zonas de juncdo nos segmentos
inter-juncdes, tornando a malha de gel mais flexivel (Thakur et al, 1997). Devido a
facilidade das pectinas em formar géis, alguns estudos relatam esse potencial na
formagéo de particulas micro e nanométricas.

3.5.2 Particulas de pectina

Existem diversas metodologias que podem ser empregadas para a obtengao
de particulas de pectina. Geralmente, € necessaria a presenca de um agente
reticulante (ou agente de crosslinking) capaz de manter a arquitetura da malha de
pectina em sua forma particulada. Em alguns casos, € necessaria a complexacao de
outros componentes, poliméricos ou ndo, para que se obtenham as caracteristicas
desejadas de solubilidade, estabilidade ou tamanho. Por ser biocompativel,
biodegradavel e hidrossolluvel, a pectina é citada como potencial polimero na
obtencdo de microparticulas em formulacdes farmacéuticas de liberacdo controlada
(Sriamornsak et al, 1999).

O método mais simples para a obtencdo de microparticulas de pectina é a
gelificacao ibnica, utilizando o cloreto de célcio como agente reticulante. Ogonczyk e
colaboradores desenvolveram em 2011 um dispositivo microfluidico para a

28



gelificagcado da pectina dentro do microcanal, obtendo microparticulas na faixa de 40
a 100 uym de diametro. Outros agentes reticulantes podem ser utilizados na
gelificacdo i6nica da pectina, como o acetato de zinco (El-Gibaly, 2002). Neste caso,
o antiinflamatério cetoprofeno foi encapsulado em microesferas de pectina com
aproximadamente 1,9 a 2,2 mm de didmetro.

O método de coacervacdo complexa é utilizado na obtencdo de
microparticulas de pectina, geralmente associada a outro polimero ou proteina. O
uso de microparticulas de pectina para liberacado controlada de ativos no colon é
estudado, devido a presenca de enzimas pectinases no intestino, auxiliando na
clivagem das ligacbes glicosidicas da pectina e liberando o ativo encapsulado.
Assim, muitos autores descrevem seus sistemas de liberacéo, geralmente de pectina
associada a outro composto, submetidos a secagem em spray-drying.

O uso de amido de milho associado a pectina em microparticulas €
responsavel pela alta eficiéncia de encapsulagédo, além de promover a protegédo do
diclofenaco de sédio em pH gastrico. O diclofenaco de sédio € liberado por meio de
difusdo e/ou erosdo das microparticulas (Desai, 2005). Microesferas de pectina e
quitosana sao descritas como sistemas para a liberacdo controlada de vancomicina
no colon, devido a capacidade mucoadesiva da quitosana associada a dissolucao da
pectina na presenca das pectinases intestinais. O pH alcalino do célon auxilia na
liberacao do farmaco (Bigucci et al, 2009).

Outros métodos, como a desidratacdo de emulsées podem ser citados na
obtencao de microparticulas de pectina. Esposito e colaboradores demonstraram em
2001 a encapsulagdo dos antibidticos tetraciclina e metronidazol em diversas
condicbes de processo. No entanto, as microesferas obtidas apresentaram
tamanhos irregulares, agregados ou superficie aspera e porosa, além de sua rapida
dissolugdo em meio aquoso, indicando que o esse método ndo apresenta grande
controle da preparacao de microparticulas de pectina.

A obtencgéao e aplicacao de microparticulas de pectina possuem grande acervo
na literatura, de forma que os sistemas citados sdo apenas alguns exemplos das
tecnologias desenvolvidos nessa finalidade. Por outro lado, a obtengédo de sistemas
nanoparticulados envolvendo a pectina € um campo pouco estudado. Geralmente a
obtencédo de nanoparticulas de pectina se da pela associacdo do polimero a uma
outra matéria-prima, protéica na maioria dos casos, para a formacdo de um
complexo polieletrolitico. Esse processo exige alteragdo do pH ou temperatura para
que seja efetivo. Existem alguns artigos de revisdo que citam as diversas
metodologias e materiais utilizados na obtencdo das nanoparticulas, bem como as
condigdes experimentais utilizadas e os resultados obtidos (Tabela 2).
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Tabela 2: Revisao do uso da pectina na obtengao de nanoparticulas de PECs
(Fonte: Jones et al, 2011).

Protein Polysaccharide Thermal conditions Particle properties Experimental variables (source)
(T,t, pHp) (d; Q)

Type 1 particles

B-Lg (0.5%) BP(0.1%) 80 °C, 15min, pH 5.8 300nm; —32mV; pH 5 pHy, pHg, [PS], T (Santipanichwong et al., 2008)
LF (0.2%) HMP (0.1%) DM 54 91 °C, 20 min, pH 7 285 nm; —44mV pH,, pHg, [PS], T (Peinado et al., 2010)
Car (0.1%) 380 nm; — 62 mV
Alg (0.1%) 495 nm; —62mV
B-Lg (0.1%) HMP (0.05%) DM 54 85 °C, 15 min, pH 5.8 430 nm; —33 mV; pH 4.5 pH,. pHg, I, T, preparation method (Jones et al., 2010b)

Type 2 particles

B-Lg (0.5%) BP (0.1%) DM 50 83 °C, 15min, pH 5 361 nm; —30mV; pH 4.8 pHy, pHg, [PS], T (Jones et al., 2009)
B-Lg (0.5%) BP(0.1%) DM 50 83 °C, 15 min, pH 5 357nm; —31mV; pH 5 pHE. I, I¢ (Jones and McClements, 2008)
B-Lg (0.1%) BP (0.1%) DM 50 85 °C, 25 min, pH 5 199 nm; pH 45 pHg, Cosolvents (Chanasattru et al., 2009)
p-Lg (0.5%) HMP (0.25%) DM 71 85 °C, 18 min, pH 4.75 309 nm; —25mV; pH 5 pH, pHr, T (Jones et al,, 2010a)
LMP (0.25%) DM 32 225 nm; —43mV; pH 5
Car {0.25%) 687 nm; —59mV; pH 5
p-Lg (0.1%) HMP (0.05%) DM 71 83 °C, 15 min, pH 4.75 213nm; —32mV; pH 5 pHy, pHg, [PS], Ig, T (Jones et al, 2010c)
LMP (0.05%) DM 32 238 nm; —24mV; pH 5
B-Lg (0.1%) HMP (0.05%) DM 54 85 °C, 15 min, pH 4.75 304 nm; —33mV; pH 45 pHy, pHs, Ig, T, preparation method (Jones et al., 2010b)
p-Lg (0.5%) HMP (0.25%) DM 54 Variable 250-600 nm; —38 mV; pH 4.75 pH;, 1, [P], T, t (Jones and McClements, 2010d)
B-Lg (0.5%) Chitosan (0.1%) 80 °C, 20 min, pH 4.5 140 nm; +20mV; pH 5 pH,. pHg, I, T, preparation method (Hong and McClements, 2007)

Yu e colaboradores descreveram em 2009 a obtencdo de nanoparticulas
formadas apenas por pectina através de uma metodologia inovadora. Neste estudo,
foram utilizados dois ions para estabilizacdo das cadeias de pectina em um arranjo
tridimensional nanoparticulado: o cation calcio e o anion bicarbonato. Foram obtidas
nanoesferas e nanovesiculas sensiveis ao pH, de forma que o ativo encapsulado
(fluoracil) foi liberado de forma controlada. No entanto, as particulas obtidas
apresentam distribuicdo larga em didametros, passando de um sistema nano para
microestruturado. Assim, o presente trabalho sugere a obtencao de nanoparticulas
de pectina através de gelificagao eletrostatica com maior controle da distribuicdo de
didametro das particulas obtidas.

3.6 Peptonas vegetais

As peptonas sao polipeptideos puros ou em mistura com proteinas. Sao
obtidas pela hidrélise enzimatica de proteinas de fontes animais, microbianas ou
vegetais em meio acido. A enzima pepsina atua nas ligagdes peptidicas presentes
nas proteinas, clivando-as de forma aleatéria (Figura 12). Portanto, o produto final
apresenta segmentos de proteinas de diversos tamanhos e composicoes de
aminoacidos ou proteinas inteiras, que ndo sofreram a ac¢ao hidrolitica.

H,O
R! H R? R H R?
P N | \ + | |
H;N—CH—-C—N-—CH—COO HsN—CH—C—OH + H—N—CH—COO
Il l I
H,0
Figura 14: Esquema genérico da agao enzimatica na clivagem da ligacao peptidica, em meio aquoso.
Por serem derivados protéicos, as peptonas podem se apresentar como
aminoacidos livres ou ligados entre si por ligacbes peptidicas. Os aminoacidos séao
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compostos organicos que apresentam pelo menos um grupo carboxilico e um grupo
amino. Esses grupos sdo geralmente descritos em sua forma ndo ionizada, mas
podem estar carregados em sua forma de zwitterion, isso €, com ambos grupos
ionizados. Podem existir grupos carregados na cadeia lateral dos aminoacidos,
como no caso do aspartato e glutamato que podem apresentar carga negativa em
sua cadeia lateral, enquanto a lisina, arginina e histidina podem apresentar cargas
positivas. Devido suas caracteristicas estruturais, os aminoaciudos sao geralmente
soluveis em agua (dependendo de sua cadeia lateral), degradam a altas
temperaturas e apresentam dependéncia do pH para determinacdo da carga da
molécula.

Para a determinacdo das cargas dos aminoacidos € necessario conhecer o
conceito de ponto isoelétrico. O ponto isoelétrico é o pH no qual a molécula ndo
apresenta carga total. O aminoacido pode estar em sua forma de zwitterion e ainda
nao apresentar carga total (Lehninger, 2003). Cada aminoacido apresenta um ponto
isoelétrico diferente. De forma geral, em faixas de pH acima do ponto isoelétrico, a
carga do aminoacido é negativa, enquanto valores de pH abaixo desse ponto
geralmente viabilizam o aparecimento de cargas positivas. Isso ocorre devido a
disponibilidade de grupos acidos (H*) que interagem com os grupos ativos do
aminoacido (grupo carboxilico e grupo amino). Na tabela 3 pode-se verificar o ponto
isoelétrico de cada aminoacido.

Tabela 3: Relacdo dos pontos isoelétricos para os aminodcidos (Lehninger, 2003).

pKa do COOH pKa do NH3 Ponto Isoelétrico
Alanina 2,34 9,69 6,02
Arginina 2,01 9,04 10,76
Aspartato 2,10 9,82 2,98
Cisteina 2,05 10,25 5,02
Glutamato 2,10 9,47 3,08
Glicina 2,34 9,60 5,97
Histidina 1,77 9,18 7,64
Isoleucina 2,36 9,68 6,02
Leucina 2,36 9,68 6,02
Lisina 2,18 8,95 9,74
Metionina 2,28 9,21 5,74
Fenilalanina 1,83 9,13 5,48
Prolina 1,99 10,60 6,30
Serina 2,21 9,15 5,68
Tirosina 2,20 9,11 5,63
Treonina 2,63 10,43 6,53
Triptofano 2,38 9,39 5,89
Valina 2,32 9,62 5,97
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As peptonas vegetais sdo componentes amplamente utilizados em cultivos
microbianos, como fontes nutricionais de compostos nitrogenados. Diferente dos
meios de cultura mais classicos, como o extrato de levedura, as peptonas sao
extraidas de vegetais, reduzindo assim a contaminacdo do microorganismo ou do
produto de interesse por componentes provenientes do préprio meio de cultura.
Ainda, as peptonas vegetais apresentam um carater de matéria-prima sustentavel,
segura e de facil manipulacdo, principalmente por sua alta solubilidade em agua.
Existem diversas fontes para a extracdo de peptonas de vegetais, sendo as mais
comuns a batata, trigo, ervilha, péra e soja.

Existem diversos relatos apontando uma otimizagdo no crescimento de
bactérias e na produgdo de componentes de interesse em fungdo do uso de
peptonas vegetais como fonte nutricional quando comparados a outros meios de
cultura (Zisu & Shah, 2003; lzawa et al, 2010). Recentemente, o aumento na
concentragdo de &cido hialurénico e um aumento na massa molar do &cido
hialurénico foi obtido pela suplementacao do meio de cultura com peptonas vegetais,
principalmente com o uso de peptonas de soja e trigo (Benedini, 2012). Assim, as
peptonas vegetais apresentam caracteristicas nutricionais desejadas aos
microorganismos e podem substituir alguns componentes no meio de cultura em
determinadas ocasides.

Devido sua grande utilizagdo em microbiologia, existem diversas empresas
que fornecem peptonas vegetais prontas para serem incorporadas as culturas.
Essas empresas disponibilizam assim a composi¢cdo dos aminoacidos livres e totais
presentes nas peptonas (Tabela 4).
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Tabela 4: Composi¢édo de aminoacidos totais e livres presentes em peptona de soja (PS), peptona de
trigo (PT) e peptona de batata (PB). Fonte: Organotechnie.

PS (g.100g™)

PT (g.100g™)

PB (g.100g™)

Aminoacidos  Total Livre Livre Total Livre
Alanina 2.6 0.7 2.1 0.4 2.8 1.3
Arginina 3.8 1.5 3.1 0.7 2.6 21

Ac. aspartico 5.8 0.3 2.9 0.1 6.7 1.2
Cisteina 1.1 0.1 2.0 0.1 0.0 0.0
Ac. glutamico 11.0 2.1 29.0 0.3 6.3 1.6
Glicina 2.4 0.5 3.1 0.7 2.8 0.7

Histidina 1.3 0.3 2.1 0.4 1.4 1.4

Isoleucina 2.6 04 2.2 0.2 3.2 1.9
Leucina 3.8 1.3 4.7 1.5 5.4 4.2

Lisina 3.8 0.9 1.7 0.3 4.3 2.6

Metionina 0.5 0.2 1.4 0.3 0.0 0.9

Fenilalanina 23 0.7 3.4 0.5 1.9 1.5
Prolina 2.6 0.1 9.2 0.0 3.0 1.0

Serina 2.7 0.8 43 0.7 2.8 1.7

Treonina 2.2 0.4 2.2 0.3 3.1 2.5

Triptofano 0.4 0.2 0.4 0.1 1.3 1.1
Tirosina 1.7 0.4 1.8 0.5 2.1 2.1

Valina 2.5 0.6 2.9 0.2 3.7 2.5

Nota-se que existe uma grande quantidade de

aminoacidos essenciais

disponiveis na composicdo das peptonas vegetais, de forma que a escolha da
peptona é dependente da composicdo de aminoacidos desejada.

As peptonas pertencem a familia das proteinas hidrolisadas, porém nem toda
proteina hidrolisada é considerada uma peptona. Esses materiais diferem quanto ao
tamanho de suas cadeias. Geralmente, as peptonas apresentam menor tamanho,
podendo chegar aos aminoacidos livres, dependendo do grau de hidrélise. No caso
de uma proteina hidrolisada alcancar essa caracteristica, passa a ser denominada

peptona.

A distribuicdo de pesos moleculares das peptonas comerciais indica que
apresentam tamanho reduzido, como observado na tabela 5.

Tabela 5: Distribuicao dos pesos moleculares das peptonas vegetais de batata (PB), de soja (PS) e
de trigo (PT). Fonte: Organotechnie. (ND=nao determinado)

PB (g.100 g-1)

PS (g.100 g-1)

PT (g.100 g-1)

> 10 000 Da
1 000 - 10 000 Da
500 - 1 000 Da
300 - 500 Da
< 300 Da
Peso molecular médio

1,2
15,1
13,0
19,1
51,6

ND

0,0
2,6
14,1
27,3
56,0
227 Da

0,0
2.5
37,0
42 4
18,1
474 Da
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3.6.1 Uso de proteinas hidrolisadas

As proteinas hidrolisadas sdo utilizadas pela industria de alimentos ou de
cosméticos, e sdo geralmente provenientes de vegetais, como a soja e o trigo. O
processo de hidrélise de proteinas € decorrente das condigdes do meio em que a
proteina esta inserida. Dentre os fatores que influenciam drasticamente a hidrélise
das proteinas estdo o pH e a temperatura. Quando em presencga de base ou acido
forte diluido e temperatura elevada, ocorre a hidrélise das proteinas, formando a-—
aminoacidos. A hidrolise pode ocorrer pela presenca de enzimas que clivam as
ligagbes peptidicas, como a pepsina e a erepsina presentes no corpo humano. Em
ambos os casos a hidrolise ocorre de forma aleatéria, dificultando assim o controle
do tamanho do hidrolisado final.

Alguns estudos relatam a viabilidade da hidrolise seletiva e geralmente
enzimatica (Chaudry et al, 1997). Neste caso, as enzimas apresentam em seu sitio
de acao alguns componentes que selecionam o substrato, ou necessitam de algum
ativador para que iniciem o processo hidrolitico. Para tanto, € necessario modificar
estruturalmente o sitio ativo ou a proteina que sera clivada para que a enzima possa
atuar. Os produtos a base de proteina hidrolisada sao utilizados pela industria de
alimentos, pois poupam algumas etapas no processo de digestdo e podem conferir
caracteristicas desejadas aos alimentos, como reduzir a carga alergénica do leite
(Beresteijn et al, 1998).

No caso da industria de cosméticos, existem diversos estudos, geralmente
patenteados por grandes empresas, sobre o uso de proteinas hidrolisadas, para
aplicacées em pele e principalmente em cabelos.

3.6.2 Proteinas hidrolisadas em cabelos

O apelo para o uso dessa matéria-prima em cabelos esta baseado na perda
de proteina natural dos fios (queratina) por processos agressivos diarios, como a
escovagao, exposicao a luz UV e processos quimicos como coloracdo ou
alisamento. Desta forma, as proteinas hidrolisadas podem atuar na reposicdo da
cuticula danificada e agir como um escudo protetor as agressdes externas (Cannell
& Nighi, 2000).

Em 1993, Gamez-Garcia demonstrou um estudo da aplicagdo de proteinas
hidrolisadas de trigo em fios de cabelo, comprovando o aumento na resisténcia a
tracdo mecanica das fibras, quando ainda molhadas ou durante o processo de
secagem. Esse efeito foi conferido a capacidade das proteinas se trigo impedirem a
perda de agua pelo cabelo, atuando assim como um agente hidratante. Em 1999,
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Chahal e Challoner desenvolveram a metodologia de sorcao dinamica de vapor,
eficiente para a comprovagdo da manutencdo da umidade dos fios pelas proteinas
hidrolisadas de trigo, corroborando com os resultados obtidos anteriormente. Ainda
nesse sentido, Swift e colaboradores determinaram em 2000 a estrutura capilar
responsavel por esses efeitos, através da marcacao da proteina hidrolisada de trigo
com agentes fluorescentes e verificagdo dos fios em microscopio de varredura
confocal a laser. Os resultados indicam a extensa penetracao dos peptidios nos
fibras, principalmente na regido da endocuticula e cortex, distribuidos nas porgdes
nucleares, na matriz intermacrofibrilar e em toda a extensao dos limites celulares.

Existem diversas formulagdes comerciais contendo proteinas hidrolisadas
para a aplicagdo em cabelos, geralmente combinadas com outros componentes.
Como exemplo, pode-se citar os produtos Hydrotriticum 2000® e Cropeptide W ® da
Croda Inc., compostos por proteina parcialmente hidrolisada de trigo apenas e com a
proteina combinada com amido hidrolisado de trigo, como agente formador de filme.
Proteinas hidrolisadas de seda combinadas com silicones sdo promissoras, por
unirem sinergicamente as caracteristicas de hidrofilicidade do hidrolisado com a
hidrofobicidade dos silicones, conferindo retencdo da coloracdo, hidratagdo e
substantividade aos fios (Koyanagi, 2007).

Nota-se a necessidade em se obter uma matéria-prima com tamanho
suficiente para penetrar nos fios saudaveis ou danificados, conferindo as
caracteristicas desejadas. E, portanto, a incorporacdo de um sistema micro e
nanoestruturado pode promover maior permeacdo dos componentes hidrolisados
nas fibras capilares, impedindo que esse composto seja facilmente removido pela
agua durante a lavagem.

3.6.3 Sistemas micro/nanoestruturados de proteinas hidrolisadas

Alguns estudos foram realizados no sentido de verificar a formagao de micro
ou nanoparticulas de proteinas hidrolisadas. O préprio processo de hidrélise das
proteinas pode contribuir para a formacdo de agregados micro/nanométricos do
produto hidrolisado. Jong e Peterson, em 2008, descreveram a obtencdo de
nanoagregados da ordem de 150 nm através da hidrélise alcalina de proteina de
soja. Esses nanoagregados quando misturados a compostos de estireno-butadieno
conferem maior elasticidade ao latex.

Ainda utilizando a soja como matéria-prima, foram obtidas microparticulas da
ordem de 1 a 4 um através de processamento em spray-drying do hidrolisado
protéico misturado a uma solugdo contendo acido citrico e carbonato de calcio
(Canabady-Rochelle et al, 2010). O experimento foi proposto para a utilizacao das
microparticulas na industria de alimentos. O carbonato de calcio é utilizado como
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suplementacao de calcio em alimentos ou bebidas, no entanto o sal apresenta baixa
solubilidade em meios aquosos e tende a se cristalizar. Na tentativa de reduzir a
cristalizacdo e aumentar sua solubilidade, foi proposto o uso de um agente
acidificante (acido citrico) e de um agente quelante (proteinas hidrolisadas de soja).
Desta forma, ocorre a ligagcdo entre os residuos de aspartato e glutamato,
negativamente carregados presentes no hidrolisado protéico, com os ions calcio
positivamente carregados.

Outras matérias-primas foram testadas na obtencdo de sistemas
microestruturados de proteinas hidrolisadas, como o caso do colageno. O
hidrolisado de colageno, na faixa de pH estudado, apresentou cargas positivas, e
portanto foi submetido a deposicdo camada a camada em particulas de 6xido de
zinco, seguida de recobrimento com polieletrélito negativamente carregado. Assim,
por meio de atracdo eletrostatica foi realizada a deposi¢cdo do hidrolisado de
colageno para a obtencao de microparticulas da ordem de 40 a 50 um (Suflet et al,
2010). O processo de obtencao dessas particulas pode ser observado na figura 15.
Visto que o colageno é um componente naturalmente encontrado no corpo humano,
esse sistema particulado foi proposto como dispositivo de liberagdo controlada de
ativos para industrias farmacéuticas.

CH
—»

Deposicédo
camada a camada

Figura 15: Representacdo esquematica da obtencdo de microparticulas de colageno hidrolisado (CH)
em esferas de silica por deposigdo camada a camada (Adaptado de Suflet et al, 2010).

O uso de proteinas hidrolisadas em matrizes de spray-drying pode promover
beneficios, pois se trata de componentes ativos na protecao ou liberagdo do ativo
encapsulado. Em estudos realizados com a caseina hidrolisada para a
encapsulacao de 6leo de peixe, os autores propdem a matriz de proteina hidrolisada
devido sua hidrofilicidade, promovendo a encapsulacao do sistema lipofilico oleoso.
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Porém a oxidacao do déleo foi rapida, indicando baixa eficiéncia de encapsulacao
neste caso (Drusch et al, 2012). O tamanho das particulas obtidas nao foi publicado
nesse estudo.

E possivel verificar que o ramo de sistemas microestruturados utilizando
proteinas hidrolisadas ¢é carente de estudos. No entanto, as aplicacbes
apresentadas indicam grande potencial dessa matéria-prima em matrizes de
particulas micrométricas ou como ingredientes ativos de dispositivos de liberacao
controlada. Portanto, o presente trabalho pretende reunir as caracteristicas
nutricionais das peptonas com os beneficios de sistemas micro e nanoestruturados
para a aplicagdo em cosméticos, através da reticulagédo eletrostatica.

3.7 Agentes Reticulantes

Estudos relatam o uso do cloreto de célcio como agente reticulante classico
em meétodos de gelificacdo idnica de polimeros anibnicos como a pectina e o
alginato (Sinjan, 2003; Esposito et al, 2001). No entanto, os produtos obtidos néo
sao utilizados para aplicagdes capilares. Marcelino (2008) descreve o uso da goma
guar quaternizada como agente reticulante na producdo de nanoparticulas de
sericina para aplicacdo em produtos capilares.

3.7.1 Goma guar quaternizada

A goma guar quaternizada € obtida a partir da planta Guar (Cyamopsis
tetragonoloba L.) e modificada sinteticamente para que possua 0 grupamento
quaternario de amodnio, passando a ser guar hidroxipropiltrimonium cloreto. Sua
massa molar varia entre 50 a 2500 KDa (Dias, 2003).

Este composto € considerado um hidrocoldide natural, oriundo do
endosperma das sementes da planta guar, de estrutura intermediaria entre esférica
(como a amilopectina) e linear (como a celulose). Sua cadeia principal apresenta
unidades de manose unidas por ligagdes glicosidicas -1,4, de forma que a cada
segunda unidade existe uma ramificacdo de unidades de galactose unidas por
ligagdes a-1,6 (Figura 16). Alguns grupamentos hidroxila livres podem estar
presentes na cadeia principal ou nas cadeias laterais, como na maioria dos
polissacarideos naturais (Ray et al, 2005).
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Figura 16: Estrutura quimica da goma guar.

7

Quando em sua forma quaternizada, a goma guar € comercializada
pela empresa Rhodia como Jaguar C13®. Trata-se de um polimero de alta massa
molar (Figura 17), que apresenta excelentes propriedades condicionantes para
produtos cosmeéticos para a pele e o cabelo. Este componente pode ser utilizado em
xampus, cremes e outros produtos de cuidado pessoal (Rhodia, 2012).

QUATERNIZED / CATIONIC GUAR

CH,OR CH,0OR
0 o)
o)
L - _| OH O - _| OH O J
o) 0 0
0 o)
CH, CH;
0H| 0H|
0 0
OH OH
0 o) 0] 0
CH,OR CH,0H

R = (CH,ON' (CH;);) CI

Figura 17: Estrutura molecular do Jaguar C13®.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Este item esta apresentado na forma de capitulos contendo os artigos
submetidos aos periodicos cientificos relacionados aos temas estudados.

O primeiro artigo apresentado (Effects of the esterification degree and the
crosslinking agent on the properties of colloidal particles of citrus pectin) trata-se da
influéncia do grau de esterificacao e dos agentes de reticulagdo nas proprieddes de
particulas coloidais de pectina citrica. Este trabalho demonstra a preparagéo e
caracterizagao de particulas coloidais de dois tipos de pectina citrica, que diferem
quanto ao grau de esterificacdo e massa molar. Para tanto foram utilizados dois
agentes de reticulacado: o cloreto de calcio e a goma guar quaternizada.

O segundo artigo (Rheological properties of citrus pectin dispersions and its
blends with polyquaternium-7 and colloidal particles) trata-se do estudo das
propriedades reoldgicas de dispersdes aquosas de pectina citrica na presenca do
copolimero poliquaternium-7 e de particulas coloidais (micro e nanométricas) de
pectina.

O terceiro artigo (Potential of vegetable peptones for production of colloidal
particles by ionic crosslinking) apresenta a preparacgao e caracterizacao de particulas
coloidais de dois tipos de peptonas vegetais na presenca dos agentes de reticulagao
cloreto de célcio e goma guar quaternizada.
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4.1 Effects of the esterification degree and the crosslinking agent on the
properties of colloidal particles of citrus pectin

Artigo submetido ao periodic cientifico Journal of Nanoscience and Nanotechnology
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Abstract

Pectin is a natural, anionic, biodegradable and biocompatible polysaccharide
extracted from citrus peels that has gelation capability due to its electrostatic
interactions with cationic ions. The aim of this study was to investigate the effects of
crosslinking agents (i.e., calcium chloride or quaternized guar gum) on the mean
diameter, polydispersity, zeta potential and morphology of colloidal particles of citrus
pectin. These particles were generated from two different pectins, which have a
degree of esterification of 79% for pectin A and 56.5% for pectin B, using a facile and
scalable production process. The results showed that the production of nano-sized
pectin particles is feasible in a bottom-up process. The mean diameter can be
controlled by the nature of the crosslinking agent, the degree of esterification and the
concentration of pectin. The performance of divalent ions, such as calcium, is better
for the highest degrees of esterification (i.e., in A pectin), while the polymeric
crosslinking agents, such as quaternized guar gum, performed better at the lowest
concentrations (2.0 g/L) of pectin A and the highest concentrations (10.0 g/L) of
pectin B. These results contribute to the production of nano-sized pectin particles for
applications in various fields.

Keywords: Citrus pectin, crosslinking, colloidal particles.
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1. Introduction

Biopolymers are widely used by the pharmaceutical and food industries due to
their biodegradable and biocompatible properties’. Among these biopolymers, citrus
pectin is an attractive polysaccharide that is easily extracted from citrus peels, which
are sustainably available in subtropical and tropical climates. Pectin is an anionic
polymer formed by residues of D-galacturonic acid linked by a-[1,4] glycosidic
linkages in the backbone and methyl-esterified carboxyl groups. The side chains are
linked by a-[1,2] linkages with neutral sugars, such as rhamnose®. The amount of
methyl-esterified carboxyl groups determines the degree of esterification (DE) of the
pectins, where a DE over 50% characterizes highly esterified pectins. The DE is
related to the pectin properties of water solubility, molecular weight and reactivity to
calcium and can be modified by chemical or enzymatic reactions®. In general, pectin
applications are associated with its gelation ability in the presence of cationic agents,
such as calcium chloride (CaCly). It is known that calcium binds with high selectivity
to D-galacturonic acid groups, inducing the pectin chains to come closer together in
the presence of calcium binding with high selectivity for the formation of junction
zones in the gel structure®.

The wide range of pectin types obtained from various extraction processes
have primarily been used as flat gels or in the form of microparticles in food,
pharmaceutical and cosmetic applications®®’. They might be used as carriers for
drug delivery or the structures can present properties themselves.

The classical method for obtaining microparticles of pectin gels is the ionic
method, which uses calcium chloride as a crosslinking agent. The calcium ion is
particularly effective in the gelation process because its ionic radius (0.1 nm) is large
enough to coordinate with the oxygen atoms arranged between the pectin chains.
The methoxy groups assist the gelation process by preventing the formation of
junction areas between interjunctions segments, resulting in a more flexible gel
structure®.

In 2011, Ogonczyk and colleagues’ developed a microfluidic device for
gelating pectin inside a microchannel and obtained microparticles in the range of 40
to 100 micrometers in diameter. Other cationic agents have been studied for
crosslinking pectin, such as magnesium and zinc acetate, which were used to
encapsulate pharmaceutical actives in microparticles that were 1.9 to 2.2 mm in
diameter®'®'". Cationic polymers have also been cited as pectin crosslinking agents,
such as chitosan®. In this context, the use of quaternized guar gum (QGG) is
proposed as a crosslinking agent due to its effectiveness in obtaining sericin
nanoparticles'?. Guar gum is obtained from the plant Guar (Cyamopsis tetragonoloba

L.) and synthetically modified with a quaternary ammonium group. The molar mass
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range of guar gum is 50-2500 kDa'’. Nanoparticles are beneficial to several
biological applications reported in the literature, due to their properties related to area
and surface energy'*>'®. However, studies on production of pectin nanoparticles are
limited. Highly polydisperse nanoparticles have been prepared from 74% galacturonic
acid (approx.) pectin crosslinked with sodium bicarbonate and calcium hydroxide®.
The formation of nanoparticles from pectin and protein was reported in a recent
investigation of protein and polysaccharide complexes'®.

Herein, we present a systematic study of the influence of the degree of
esterification and the concentration of citrus pectin on the properties of colloidal
particles produced by ionic crosslinking with calcium chloride (CaCl,.2H>0) and
quaternized guar gum (QGG) under mechanical stirring.

2. Materials and methods

2.1 Materials

Two commercial pectins, which were both extracted from citrus peel fruits with
different DE, were purchased from CPKelco (Limeira, SP, Brazil). Sodium hydroxide,
calcium chloride (CaCl..2H20), silver nitrate and all of the other chemicals were of
analytical grade. QGG (Jaguar C13®) was obtained from Rhodia (Campinas, SP,
Brazil). Ultrapure water was used throughout the experimental studies.

2.2 Characterization of pectins

The pectins were characterized by their molecular weight (Mw) and DE. For
the average molecular weight, the Mark Houwink-Sakurada equation (Eq. 1) was
applied, where the k (0.3) and a (0.613) parameters were estimated for a 0.1 mol/L
sodium phosphate buffer at pH 7.0 and 25°C'°. The viscosity data (Eq. 2) were
obtained using a Cannon-Fenske viscometer with a capillary number of 100. The
determinations were performed in triplicate.

[7]=K[m, ] (Eq. 1)
[7]=1i

n, -1
H'B‘(—C j (Eq. 2)

where n is the intrinsic viscosity, n, is the relative viscosity, and C is the pectin
concentration in g/L.

The DE was characterized using a titrimetric method?. Briefly, the samples
were prepared with 5 g of each pectin, and the samples was stirred with 5 mL of HCI
(2.7 M) and 100 mL of ethanol (60% v/v) for 10 min, followed by filtration through a
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glass funnel under vacuum using a membrane with a porosity of 45 um. The retained
pectin was washed six times with 15 mL of the same HCI-ethanol mixture cited
above, followed by washing with ethanol (60% v/v) until the filtrate exhibited a
negative response for the reaction with silver nitrate, which indicated the absence of
chloride ions. Finally, the collected pectin was washed with anhydrous ethanol and
dried at 105°C. The DE was determined by titration. The dried sample (500 mg) was
transferred to a 250 mL flask and moistened with 2 mL of ethanol and 150 mL of
carbon dioxide-free water. After complete dissolution, the solution was titrated with
0.1 M NaOH in the presence of a phenolphthalein indicator (five drops), and the
result was recorded as the initial titer. Then, 20 mL of 0.5 M NaOH was added under
stirring, and the mixture was allowed to stand for 15 min to de-esterify the pectin prior
to the addition of 20 mL of 0.5 M HCI, which was followed by shaking until the pink
color disappeared. Phenolphthalein (three drops) was added, and the solution was
titrated with 0.1 M NaOH until a faint pink color persisted after vigorous shaking (end-
point). This titration result was recorded as the final titer. The DE was calculated
using equation 3.

DE(%) = [final titer / (initial titer + final titer)] x 100 (Eqg. 3)

2.3 Production of pectin particles

Each pectin was dissolved in ultrapure water to form a 10.0 g/L mother
solution under mechanical stirring (300 rpm) for 6 hours. The pH of the solution was
corrected to 7.0 with 0.5 M NaOH to guarantee that all of the pectin carboxyl groups
were ionized and available for ionic interaction. Lower concentrations (i.e., 7.5 g/L,
5.0 g/L and 2.0 g/L) were obtained by water dilution. CaCl,.2H,O and QGG were
dissolved in ultrapure water under mechanical stirring (300 rpm) for 10 min to form
solutions with concentrations of 10.0 g/L and 1.0 g/L, respectively. These solutions
were used as crosslinking agents at the mass ratios (x 100) of 1.0, 2.0, 3.0 and 4.0
for CaCl».2H20: pectin and 0.5, 0.75, 1.0 and 1.5 for QGG: pectin. The particles were
produced via ionic crosslinking via the addition of the crosslinking agents under
mechanical stirring (300 rpm). The total volume of crosslinking agent solution was
divided into three parts, added gradually in 15 minutes intervals.

2.4 Characterization of pectin particles

The pectin particles were characterized by measuring the mean diameter,
polydispersity and zeta potential using a Zetasizer Nano Series ZS (Malvern
Instruments, UK) at a fixed angle of 173° and a temperature of 25°C.

The morphology of the particles was characterized using a high-resolution
scanning electron microscope (Leica, Leo 440-i-SEM, England). A droplet of the
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suspension was dried naturally over double-adhesive tape attached to an aluminum
stub for one week. Then, the stubs were coated with gold to a thickness of ~92 A
under an argon atmosphere. The coated samples were randomly scanned.

2.5 Statistical analysis

The variance was analyzed using the ANOVA method, and the media were
compared using Tukey's test at a 5% probability level (p<0.05).

3. Results and discussion

3.1 Molecular weight and degree of esterification of pectins

Table 1 shows the results obtained for the Mw and DE for the two studied
pectins. The pectin with the highest Mw was named pectin A, while the one with the
lowest Mw was named pectin B. The DE determinations revealed that both are highly
esterified pectins because their values are above 50%. Pectin A has a DE that is 2.5
times greater than that of pectin B.

Table 1. Intrinsic viscosity [n], molecular weight (Mw) and degree of esterification
(DE) of pectins A and B

Pectin [n](L/g) Mw (g/mol) DE (%)
A 407.575 129,143 79.09
B 141.835 54,229 56.54

3.2 Properties of the colloidal pectin particles

3.2.1 Influence of the crosslinking agent

The zeta potential describes the particle’s electrophoretic mobility based on
the balance between negative and positive ions present on the Stern layer. Figure 1
shows the zeta potential measurements for the pectins as function of the mass ratio
between crosslinker: pectin. Pectin B exhibited a greater modulus value for the zeta
potential than pectin A due to its smaller DE resulting from an increased availability of
carboxyl groups. In both cases, the zeta potential ranged from -30 to -60 mV, which
provide the particles with colloidal stability due to the predominance of repulsive
forces'’. However, for the range of mass ratios studied, the polyelectrolyte
complexes from QGG did not significantly change the zeta potential (i.e., differences
less than 5%). This behavior indicated that the large chains in the QGG were
internalized into the particles and that the pectin groups at the surface were not
changed. In contrast, due to the small size of the Ca®* ions, the zeta potential of the
particles increased slightly with their weight ratios relative to pectin, as expected.
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Figure 1. Zeta potential of the pectin particles crosslinked with CaCl..2H>O (I) and
QGG (Il). The pectin concentration was 2.0 g/L. The degree of esterification of the
pectins was 79.09% (A) and 56.54% (B).

3.2.2 Particle size polydispersity

Homogeneity of the particle sizes is desirable for various applications. Figure 2
shows the size polydispersity of the crosslinked particles produced from pectins A
and B. According to Tukey’s test (p<0.05), no significant differences in polydispersity
were obtained, except for the particles crosslinked with CaCl,.2H,0 at 3.0 and 4.0 %
mass ratios.
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Figure 2. Size polydispersity of the particles from pectins A and B crosslinked with
CaCl».2H20 (I) and QGG (ll). According to Tukey’s test at 5% probability (p<0.05),
the values are equal except for the featured with *.

3.2.3 Particle size distribution

The size distributions of the particles were determined in terms of number (N a
d) and intensity of scattered light (I a d®). At the mass ratios studied, CaCl,.2H-O only
effectively crosslinked pectin A. For pectin B, the size distribution remained
unchanged in relationship to the initial pectin in the solution. According to the N and |
distributions, the particles size distributions were similar to the various mass ratios
with one main population, between 100 and 1000 nm, and structures above 1000

47



nm. Pectins A and B were both crosslinked with QGG with similar distributions. In
both cases, the mean diameter decreased as the mass ratio increased.

Figure 3 shows the size distributions of the particles at mass ratios of 4.0%
and 1.0% for CaCl,.2H,0O and QGG, respectively. According to the N distributions,
the particles crosslinked with QGG had the smallest population for pectin A, while for
pectin B, the number of particles was similar in both populations. When the particles
were crosslinked with CaCl..2H,O, a similar range of sizes with most of the
population between 100 and 1000 nm was observed for pectin A. Therefore, the DE
of the pectins affects the crosslinking and the size distribution of the particles. Higher
DE such as in pectin A is prone to crosslinking with both agents.
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Figure 3. Size distributions for pectin A and B particles crosslinked with the mass
ratios: 1.0% QGG: pectin and 4.0% CaCl».2H20: pectin. The concentration of the
pectins was 2.0 g/L.

As proposed by Fan and collaborators'® for chitosan nanoparticles, there are
two main driving forces that maintain the structure of polymer chains. These driving
forces are electrostatic repulsion between ionized groups and attractive hydrogen
bonding interactions. In addition to acting as a physical bridge between chains, the
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cationic agent approaches the chains, neutralizing negative charges and minimizing
repulsion. Therefore, the sum of all of the forces controls the size of the particles.

Figure 4 shows the primary interactions of the pectin sites and the crosslinking
agents, which controls the formation and size distribution of the particles.

(A) (B8)

Figure 4. Schematic representation of the primary interactions between the pectin
chains and the crosslinking agents, CaCl,.2H,O (A) and QGG (B). The hydrogen
bonds are represented by dashed lines, and the electrostatic interactions are
represented by circles.

According to Figure 4, despite the divalent charge on the Ca® ions, the
polymeric nature of the QGG promotes more interactions among the pectin chains,
especially hydrophobic interactions with the cyclic groups of the pectins.

Although pectin B exhibits a higher availability of negative charges, which
favors repulsion between pectin chains, the attraction overcomes the repulsion, and
nano-sized particles are formed when QGG is used. However, divalent calcium ions
were not sufficient to join the greatest number of sites available in pectin B.
Therefore, the particles were considerably larger due to repulsion between sites with
the same charge and interparticle connections. Therefore, the performance of the
Ca®* ions is better for pectins with a high DE, such as pectin A.
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3.3 Influence of pectin concentration

To produce particles in the nano-sized range, the effects of pectin
concentration were studied using only the QGG crosslinking agent. The influence of
the pectin concentration is shown in Figure 5. Although there were slight variations,
nano-sized particles were favored by a lower pectin concentration (2.0 g/L) for pectin
A and by a higher concentration (10.0 g/L) for pectin B. This behavior indicates that
the amount of QGG was able to crosslinking the available sites at the lowest
concentration of pectin A. The highest concentration favored aggregation, which
increased the diameter of the particles. In addition, the higher availability of binding
sites in pectin B matched the amount of QGG, which favored the nano-sized particles
due to a reduction in the interchain repulsion, resulting in the avoidance the
interparticle connections.
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Figure 5. Influence of the pectin concentration on the size distributions. Particles
crosslinked by 1.0% QGG: pectin mass ratio.
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3.4 Morphology of particles

The morphology of the QGG crosslinked particles is spherical, as shown in
Figure 6 for both pectins. The SEM images confirm the previous results. Clearly, the
best dispersions of the nano-sized particles (lower aggregation) were obtained at 2.0
g/L for pectin A (Figure 61) and at 10.0 g/L for pectin B (Figure 61V).

. 5 »
ENT (M).28 08 v
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Figure 6. SEM images of the pectin particles crosslinked with 1.0% QGG: pectin
mass ratio. Pectin A at 2.0 g/L (l), pectin A at 5.0 g/L (lll), pectin B at 10.0 g/L (IV)
and pectin particles crosslinked with 4.0% CaCl;2H20 with a pectin mass ratio for
pectin B of 2.0 g/L (ll).

4. Conclusions

The production of predominantly nano-sized particles (10° nm order of
magnitude) of citrus pectin is feasible by ionic crosslinking. The production process in
one step is facile and scalable. The mean size and distribution can be controlled by
the nature of the crosslinking agent, the degree of esterification and the
concentration of pectin. The performance of divalent ions, such as calcium, is better
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for the highest degrees of esterification (i.e., pectin A), while polymeric crosslinking
agents, such as QGG, produce nano-sized particles with both degrees of
esterification. The best dispersions (low aggregation) are produced with the lowest
concentrations (2.0 g/L) of pectin A and with the highest concentrations (10.0 g/L) of
pectin B.
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Abstract

This paper reports on the rheological behavior of a 5% (w/w) citrus pectin (CP)
dispersion, its blends with polyquaternium-7 (PQ) and also with 200 nm nanoparticles
(NP) and 1.8 ym microparticles (MP) of CP. The viscous (G”) and elastic (G’) moduli
of the CP dispersion were similar, whereas G’ was higher than G” for PQ. The 1:20
(w/w) blend of CP and PQ enhanced the viscoelastic profile of CP and also
decreased its cross-over frequency. NP and MP were equally effective in enhancing
the viscoelastic properties of CP. The best viscoelastic behavior was obtained with
1:20:0.4 (w/w) CP:PQ:(NP or MP) composition. The association of CP with PQ and/or
MP or NP tended to change the behavior of CP and PQ dispersions from
pseudoplastic to Newtonian. Cox-Merz superposition was observed for CP:PQ and
CP:(MP or NP). These findings contribute for modulation of the rheological properties
of CP dispersions for specific applications.

Key-words: citrus pectin, polyquaternium-7, colloidal-particles, rheology
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1. Introduction

Pectin is an anionic heteropolysaccharide that is formed by residues of D-
galacturonic acid linked by a-[1,4] glycosidic linkages in the backbone. The side
chains are linked by a-[1,2] linkages with neutral sugars, such as rhamnose'. The
number of carboxyl groups methyl-esterified in the backbone determines the degree
of esterification (DE) of pectins; a DE over 50% characterizes highly esterified pectins
and values below 50% describe low esterified pectins. The DE can be modified by
chemical or enzymatic reactions?. For pectins, the biopolymer conformation plays an
important role in the rheological behavior and is affected by intra- and intermolecular
interactions among the polysaccharide chains. The DE, pH, ionic strength,
temperature and co-solutes are the main factors used to modulate this behavior into
the desired rheological properties®. Pectins are among the most versatile
commercially available stabilizers. The gelling, thickening and stabilizing attributes
make pectin an essential additive in the production of many food products. In the
pharmaceutical industry, pectin is used to reduce blood cholesterol levels and treat
gastrointestinal disorders. Other applications of pectin include use in edible films, as
a paper substitute, and in foams and plasticizers, for which viscoelastic properties are
important technologically.

Polyquaterniums are polycationic polymers that are widely used in cosmetic
products, particularly products for hair care, such as conditioners, shampoo, hair
mousse, hair spray and hair dye. Some polyquaterniums have antimicrobial
properties and are used in contact lens solutions. Different polyquaterniums are
distinguished by a numerical value, which is not associated with their chemical
structure but with the order they were registered. Polyquaternium-7 (PQ), which was
used in this work, is a copolymer of acrylamide and diallyldimethylammonium
chloride. Figure 1 shows the molecular structures of an esterified pectin and
polyquaternium-7.
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Figure 1. Molecular structures of an esterified pectin (a) and polyquaternium-7

().

Complexes of polyelectrolytes exhibit a broad spectrum of properties that are
governed by the characteristics of the individual components (e.g., properties and
positions of ionic sites, charge density, and rigidity of macromolecular chains) and the
chemical environment (e.g., solvent, ionic strength, pH, and temperature)*®. In
addition to foods, these properties have generated various other applications, mainly
in the cosmetic and pharmaceutical fields, such as for the development of
rheologically smart fluids as well as for carriers for the release of pharmacologically
active compounds®’. Polyelectrolyte complexes have considerable potential for many
practical applications, such as thickener additives, to form membranes with selective
retention ability or as a model to study complex living systems in which
biomacromolecules are ionically associated**.

The functional properties of biopolymers depend on the presence of ordered
structures capable of stably associating into long-range networks or packed
aggregates, which determine their rheological behavior®. These interactions can be
monitored by oscillatory measurements of solid-like and liquid-like responses, which
characterize the storage (or viscoelastic) and the loss (or viscous) moduli, G’ and G”,
respectively, in addition to the dynamic (n*) and steady-shear viscosity ().

Viscoelastic behavior has previously been reported for pectin solutions and is
influenced by the temperature and co-solutes. Generally, a decrease in the viscosity
is observed when the temperature is increased due to pectin degradation®'*'"'2. Co-
solutes, usually sucrose, may be used to promote an increase in the viscosity of a

pectin solution. The polysaccharides entangled with pectin chains strengthen the gel
59



network, increasing the viscosity of the system'. Dilute pectin solutions exhibit
Newtonian behavior with minimal rearrangement of the polymer chains. The
transition to pseudoplastic (shear-thinning behavior) is observed under high shear
rates when the polymer chains do not undergo considerable rearrangement. Pectin
branching plays an important role in the viscoelastic behavior; at a zero-shear rate,
the solution shows a higher shear rate dependence on viscosity and a higher storage
modulus (G’). Therefore, associating compounds that bind with pectin forming
networks intensifies the viscoelastic character'®'.

Although the rheological behavior of polyquaterniums has been studied, the
combination of polyquaterniums with natural polymers is scarce and specific.
Previous studies with acacia gum have shown that the polymer enhanced the
viscoelastic properties by forming polyelectrolyte complexes'. To the best of our
knowledge, there are no studies reported in the literature on the rheological
properties of the polyelectrolyte complex of CP and PQ or on the inclusion of colloidal
particles to the dispersions of those complexes.

This study aims to show the rheological behavior of CP dispersions its blends
with PQ and the inclusion of nano or microparticles of citrus pectin. Oscillatory
measurements were used for the characterization of the rheological behavior of the
CP systems. The rheological properties are important because reflect the
microstructure of the system. Initially, the isolated dispersions of CP (5% w/w) and
PQ (10% w/w), as well as the blend CP: PQ, were characterized. Afterwards, the
effects of the inclusion of nano or microparticles of CP to fluid CP, PQ or to CP-PQ
were also characterized and compared. The results could provide a deeper insight
into the potential of CP, its polyelectrolyte complexes, and the association of nano
and microparticles to CP dispersions or their complexes for specific applications.

2. Materials and methods

2.1. Materials

Pectin extracted from citrus peel fruits (DE= 56 %, MW = 54.229 g/mol) was
purchased from CPKelco (Limeira, SP, Brazil). Polyquaternium-7 (Mirapol 550 P®)
and quaternized guar gum (Jaguar C13®) were obtained from Rhodia (Campinas,
SP, Brazil). All other reagents were purchased from Merck unless otherwise
specified.

2.2. Preparation of pectin particles

Initially, CP and quaternized guar gum (QGG) were separately dispersed in
ultrapure water under mechanical stirring for 6 h. The pH of the dispersions was
adjusted to 7.0 with 0.5 M NaOH to guarantee that all carboxyl groups of the pectin
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were ionized and available for ionic interactions. Pectin was used in two
concentrations: 10.0 g/L and 20.0 g/L. The particles were produced through
polyelectrolyte complexation by ionic crosslinking, for which QGG was gradually
added to the solutions of pectin at 15 min intervals under mechanical stirring
(Rushton turbine at 300 rpm). QGG was 1.0 % (w/w) in relation to pectin.

2.3. Physico-chemical characterization of pectin particles

The pectin particles were characterized by their hydrodynamic mean diameter,
polydispersity and zeta potential, which were measured using a Nano Series ZS
Zetasizer (Malvern Instruments, UK) at a fixed angle of 173° and a temperature of
25°C. The measurements were performed in mili-Q water.

2.4. Rheological characterization

The rheological measurements were performed using a RheoStress 1 Haake
Rheometer (Haake Inc., Germany). Table 1 shows the analyzed pectin systems. The
measurements were performed in the steady and oscillatory regimes at 25°C + 0.1°C
using a parallel plate geometry of 20 mm. The oscillatory measurements were
performed in the linear region at a stress of 1.188 Pa and in the frequency range of
0.1-100 Hz. The steady shear measurements were obtained at shear rates of 0.1-50

s'. The citrus pectin systems used for rheological characterization are shown in table
1.

Table 1. Citrus pectin systems used for rheological characterization.

System* Composition
CP Fluid Pectin 5% w/w
PQ Fluid Polyquaternium-7 (10% w/w)
CP:PQ 1:20 (w/w) fluid pectin:polyquaternium complexes
CP:NP 5:1 (w/w) fluid pectin:nanoparticles
CP:MP 5:2 (w/w) fluid pectin:microparticles
PQ:MP 50:1 (w/w) fluid polyquaternium-7:pectin microparticles

CP:PQ:NP 1:20:0.4 (w/w) fluid pectin:polyquaternium-7:pectin nanoparticles
CP: PQ:MP (A)  1:20:0.4 (w/w) fluid pectin:polyquaternium-7:pectin microparticles
CP:PQ:MP (B)  1:50:3.6 (w/w) fluid pectin:polyquaternium-7:pectin microparticles

* CP - Citrus Pectin; PQ- Polyquaternium-7; MP - Pectin microparticles
NP - Pectin nanoparticles

3. Results and discussion

3.1. Physico-chemical properties of the particles
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The CP particles were characterized by their mean hydrodynamic diameter,
polydispersity and zeta potential. Table 2 shows the results for NP and MP. Although
the polydispersity of NP was approximately twice that of MP, both were less than 0.5.
The produced particles were electrostatically stable (high absolute zeta potential
value) with a negative zeta potential for interaction with the medium.

Table 2. Cumulative mean hydrodynamic diameter (Z-average), polydispersity (PI)
and zeta potential (ZP) of the nano and micropatrticles of citrus pectin.

Particle Pectin Z-average PI ZP (mV)
Concentration (nm)
(g/L)
Nanoparticles (NP) 10.0 216.5 (£ 69.43) 0.365 (£ 0.05) -59.0 (+ 0.95)
Microparticles (MP) 20.0 1833 (£ 90.74) 0.203 (x0.02) -56.7 (£2.05)

4. Rheological characterization

The viscous and viscoelastic responses of the systems, which were quantified
by dynamic oscillatory measurements, represent the storage (G’) and loss (G”)
moduli as functions of the frequency. The moduli are defined in terms of the
amplitude ratio and phase shift relative to the strain, as defined by Eq. 1 and 2'°.

G’ = (00 / v0) COS (8) (Ea. 1)
G” = (00 / 7o) sin (3) (Ea. 2)

where (oo / Vo) is the amplitude ratio, 6 is the phase shift, o, is the amplitude of the
shear stress, and v, is the amplitude of the strain equal to L/h. When the motion of
the upper (oscillating) plate is L sin (ot), o is the frequency expressed in rad.s™,
which is equivalent to o/(2r) Hz, and h is the distance between the plates.

In this work, both the G’ and G” moduli increased with frequency. Because the
storage modulus usually represents the elastic character and the loss modulus
describes the viscous behavior, this result suggests that enhancement in the
structural entanglement increases the G’ modulus, whereas structural breakdown
increases the G” modulus.

Figure 2 shows the dynamic characterization of the systems as controls: CP,
PQ and CP:PQ. The curves are straight lines, characteristic of diluted dispersions.
For both the CP and PQ systems and their complexes, the G’ and G” moduli were
similar at low frequencies, with G” slightly higher than G'. In all cases, there is a
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tendency for cross-over at the approximate frequencies (log w,) 3.89 rad.s™ (CP),

1.54 rad.s™ (PQ) and 2.00 rad.s” (CP:PQ).
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Figure 2. Storage G’ (closed symbol) and loss G” (open symbol) shear moduli of
hydrogels at 25°C as a function of the angular frequency: (A) and (A) CP + PQ; (e)
and (o) PQ; (m) and (o) CP. The model fits and their equations are shown: (a) G’ and
(b) G".

The influences of NP and MP on the dynamic behavior of the CP dispersion
are comparatively shown in Figure 3. The viscous response G” dominates G’ at low
frequencies, but at high frequencies, G’ approaches G” as a result of the progressive
storage of energy by the contortion of the chains into strained conformations.
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Figure 3. Storage G’ (closed symbol) and loss G” (open symbol) shear moduli of
hydrogels at 25°C as a function of the angular frequency: (A) and (A) CP + MP; (e)
and (o) CP + NP; (m) and (o) CP. The model fits and their equations are shown: (a)
G’ and (b) G”.

The addition of nano or microparticles enhanced the viscoelastic behavior of
CP, increasing G’ from 0.74 Pa (CP) to 1.51 Pa (CP+NP) and 1.59 Pa (CP+MP)
when twice the amount of microparticles was added. In contrast, the cross-over
frequency (log wo) was lower for the CP+ MP system (1.71 rad.s™') than for CP+NP
(2.03 rad.s™) or CP (3.89 rad.s™). The negative zeta potential measured for the
nanoparticles may cause rearrangements in the CP chains due to repulsion, and the
particles may fill spaces among the chains, compressing the polymer. This behavior
has been observed for other polymers, such as hyaluronic acid, in which NP and MP
were efficient at increasing the viscoelasticity of the fluid polymer'”.

Figure 4 shows the dynamic behavior of PQ and the effect of its associations
with MP, as well as for the systems CP:PQ:(MP or NP). The profiles were similar to
CP, with G” higher than G’ at low frequencies.
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Figure 4. Storage G’ (closed symbol) and loss G” (open symbol) shear moduli of
hydrogels at 25°C as a function of the angular frequency: (m) and (o) PQ + MP; (e)
and (o) CP + PQ + NP; (A) and (A) CP + PQ + MP (A); (¢) and (¢0) CP + PQ + MP
(B). The model fits and their equations are shown: (a) G’ and (b) G”.

Table 3 summarizes the values of the G’ and G” moduli, as well as the cross-
over frequencies, in terms of log w,, for the studied systems. MP increased G’ (1.91
Pa) compared to pure PQ (1.05 Pa) and slightly decreased the cross-over frequency
(1.54 to 1.41 Pa) compared with the reduction of the cross-over to CP:MP (1.71 Pa)
and CP (3.89 Pa). The proportion of CP:PQ also influenced the parameters, as
shown for CP:PQ:MP (A) and (B).
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Table 3. G’ and G” slopes and intercepts determining the cross-over frequency (w.)
from pectin samples and its derivatives.

System Composition G’ (Pa) G” (Pa) Intercept
w/w
Slope R* Slope R? log wo

CP 5% 0.74 0.99 0.65 0.99 3.89
PQ 10% 1.05 0.99 0.67 0.99 1.54
CP:PQ 1:20 1.15 0.99 0.81 0.99 2.00
CP:NP 5:1 1.51 0.99 0.95 0.99 2.03
CP:MP 5:2 1.59 0.98 0.90 0.98 1.71
PQ:MP 50:1 1.91 0.99 0.97 0.99 1.41
CP:PQ:NP 1:20:0.4 2.00 0.99 1.01 0.99 1.33
CP:PQ:MP(A) 1:20:0.4 2.01 0.99 0.99 0.99 1.33
CP:PQ:MP(B) 1:50:3.6 1.32 0.99 0.83 0.99 1.68

The increase in the G’ in mixtures of CP with PQ and/or NP/MP indicates
greater structural intanglement tending to gel-like behavior. The pectin gels exhibit
junction zones stabilized by hydrogen bonds and hydrophobic interactions between
chains'®. In pectin dispersions systems where the hydrogen bonds outweigh the
hydrophobic interactions the behavior tend to be pseudoplastic®.

The overall resistance of the sample to the applied deformation may be
characterized by the unresolved complex modulus, G* (Eq. 3).

G*=(G?+G"?)" (Eq. 3)

The frequency of oscillation o (rad.s”) can be considered as the oscillatory
analogue of the shear rate and the complex dynamic viscosity n* (Pa.s), which
describes the total resistance to dynamic shear and is defined as:

n"=G* o =(G%+G") " /o (Eq. 4)

For dilute solutions, n* is virtually independent of the frequency, analogous to
the behavior of Newtonian liquids under steady shear, where the viscosity remains
independent of the shear rate.

Figure 5 shows the behavior of the shear viscosity, n, and the complex
viscosity, n*, as functions of y and o, respectively. The curves show pseudoplastic
behavior for CP with a strong tendency toward Newtonian behavior for the complex
CP:PQ. The complex also lowered the viscosities compared to the pure
polyelectrolytes.
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The superimpositions of n and n* at equal frequencies (o) and shear rates (y),
known as the Cox-Merz rule and defined by n*(®) = n (y = ), is applicable to fluids
with a homogeneous structure, such as random-coil polysaccharide solutions. Good
superposition of n (y) and n* (o) was observed for the pure polyelectrolytes and their
complexes. The addition of the particles to CP further lowered both viscosities and
increased the tendency for Newtonian behavior, as shown in Figures 5 (a) and (b).
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Figure 5. Cox-Merz plot of pectin and its derivatives at 25°C. Closed symbol (n) and
open symbol (n*). (a): (A) and (A) CP + PQ; (e) and (o) PQ; (m) and (o) CP. (b): (m)
and (o) CP; (A) and (A) CP + MP; (e) and (o) CP + NP (c): (m) and (o) PQ + MP; (e)
and (o) CP + PQ + NP; (A) and (A) CP + PQ + MP (A); (¢) and (0) CP + PQ + MP
(B).

However, the systems PQ:MP and CP:PQ:(MP or NP) (A) (Figure 5¢) showed
a strong deviation between the viscosities: at low frequencies, the shear-viscosity
had a pseudoplastic shear-thinning behavior, whereas the complex viscosity had a
Newtonian behavior. At high frequencies, the complex viscosity increases with the
frequency because of the high G’ values, as in Eq. 4. This is uncommon behavior
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because, in most cases of deviations, the complex viscosity is higher than the shear
viscosity, which is caused by hyperentanglement or by the presence of aggregates.
The proportion of the components also had an important role in the rheological
behavior, such as for the system CP:PQ:MP (B), which showed pseudoplastic shear-
thinning behavior for both viscosities compared to the uncommon behavior described
for CP:PQ:MP (A).

Therefore, in the case of the PQ systems, the presence of the particles led to
different behavior compared to CP due to the interactions among the particles with
the opposite charge of PQ, which must be further investigated. The behavior was
also dependent on the proportion of CP:PQ:MP.

Table 4 shows that the Ostwald de Waele power law (n = k y ™) parameters
confirm the tendency for changing the behavior from pseudoplastic to Newtonian for
the various systems containing particles.

Table 4. K and n values in the pseudoplastic domain of n versus y determined from
the flow curves of pectin and its blends with polyquaternium -7 and the nano and
microparticles.

Samples* K n
PQ 23988 0.59

CP + PQ 1531  0.79
CP 10914 0.56

CP + MP 373 0.90

CP + MP + NP 312 0.89
CP + MP + NP 245 0.83
PQ + MP 271 0.85
CP + PQ + NP 205 0.85
CP + PQ + MP (A) 239 0.85
CP + PQ + MP (B) 914 0.79
*The compositions of the systems are presented in Table 1.

For the polymers dispersions, the more pronounced pseudoplastic behavior
reflects the low residual stress due to high hydration. However, the inclusion of MP
and/or NP tend to disrupt the water solvation for the formation of new electrostatic
interactions, hydrophobic and hydrogen bonds, so that the systems tend to the
Newtonian behavior.
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5. Conclusions

The rheological properties of CP dispersions may be modulated by the
blending with PQ and also with MP or NP with negative zeta potential. In both cases,
the particles increased the viscoelasticity of the systems and reduced the cross-over
frequency. The particles also reduced the shear-viscosity and the complex viscosity
and changed the systems to Newtonian behavior. The CP systems followed the Cox-
Merz rule, but strong deviations were observed for the PQ systems, even when
including CP, which was also dependent on the proportion of CP:PQ:MP. Therefore,
the blending of CP dispersions with PQ and with the colloidal particles modulates its
rheological properties and opens opportunities for applications when higher
viscoelasticities are required.

Acknowledgments

The authors would like to thank Chemyunion Quimica for the financial support and
Professor Edvaldo Sabadini of the Chemical Institute of the University of Campinas
for the use of the rheometer.

6. References

1. Liu, L., Cao, J., Huang, J., Cai, Y. and Yao, Y. Bioresource Technology. 2010, 101,
3268-3273.

2. Diaz, J. V., Anthon, G. E. and Barret, D. M. Journal of Agricultural and Food
Chemistry. 2007, 55, 13, 5131-5136.

3. Stephen, A. M.; Phillips, G. O.; Williams, P. A. Food Polysaccharides and their
applications; CRC Press Taylor & Francis Group, 2006; Chapter 11 , pp 353-411,
2ed.

4. Racapé, E., Thibault, J. F., Reitsma, J. C. E. and Pilnik, W. Biopolymers. 1989, 28,
8, 1435-1448.

5. Ralet, M. C., Dronnet, V., Buchholt, H. C. and Thibault, J.F. Carbohydrate
Research. 2001, 336, 2, 117-125.

6. Thibault, J. F. and Rinaudo, M. Biopolymers. 1985, 24, 11, 2131-2143.

7. Ralet, M.C., Cre’peau, M.J., Buchholt, H. C. and Thibault, J.F. Biochemical
Engineering Journal. 2003, 16, 2, 191-201.

8. May, C. D. Carbohydrate Polymers. 1990, DOI: 10.1016/j.bbr.2011.03.031.

9. Bosio, V. E., Machain, V., Lépez, A. G., De Berti, I. O., Marchetti, S. G., Mechetti,
M. and Castro, GR. Applied Biochemistry Biotechnoly. 2012, DOI:
10.1007/s1201001296418.

10. Brandao, E. M. and Andrade, C. T. Polimeros: Ciéncia e Tecnologia. 1999, 9, 3,
38-44.

11. Kasapis, S., Al-Alawi, A., Guizani, N., Khan, A.J. and Mitchell, J.R. Carbohydrate

Research. 2000, 329, 399-407.
69



12. Ercelebi, E. A. and Ibanoglu, E. Journal of Food Science. 2009, DOI:
10.1111/j.17503841.

13. Masmoudi, M., Besbes, S., Ben Thabet, |., Blecker, C. and Attia, H. Food Science
Technology International. 2010, DOI: 10.1177/1082013209353093.

14. Gharst, G., Clare, D. A., Davis, J. P. and Sanders, T. H. Journal of Food Science.
2007, DOI: 10.1111/j.17503841.

15. Sanchez, C., Renard, D., Robert, P., Schimitt, C., Lefebvre, J. Food
Hydrocolloids. 2002, 16, 257-267.

16. Steffe, J. F. Rheological methods in food engineering; Freeman Press: Michigan,
1996; pp. 1-9.1

17. Shimojo, A. A. M., Pires, A. M. B., de la Torre, L. G. and Santana, M. H. A.
Journal of Applied Polymer Science. 2012, DOI: 10.1002/APP.38389.

18. Axelos, M. A. V., Thibault, J. F. In The Chemistry and Technology of Pectin; Academic
Press: New York, 1991; p. 109.

19. Sato, A. C. K., Oliveira, P. R., Cunha, R. L. Food Biophysics. 2008, 3, 1, 100-109.

70



4.3 Potential of vegetable peptones for production of colloidal particles by
ionic crosslinking

Artigo submetido ao periodico cientifico International Journal od Peptides

71



Potential of vegetable peptones for production of colloidal particles by ionic
crosslinking

MARTINEZ, R. M.?, SANTANA M. H. A.®

4Laboratory for Development of Biotechnological Processes, School of Chemical
Engineering, University of Campinas, Campinas, Brazil

*Corresponding author — Laboratory for Development of Biotechnological Processes,
School of Chemical Engineering, University of Campinas, Campinas, Brazil

+ 55 19 35213921 lena@feq.unicamp.br

Abstract

The aim of this study was to analyze the potential of using vegetable peptones to
produce nanoparticles via ionic crosslinking in a batch process under mechanical
stirring. Wheat and soy peptones were studied, with calcium chloride and quaternized
guar gum used as crosslinkers. The nanoparticles were characterized by their
average hydrodynamic radius and zeta potential. The results indicate that the
crosslinking efficiency of guar gum was better than that of calcium chloride because a
considerably smaller crosslinker/peptone ratio was required for both peptones. The
mean diameter of the nanoparticles crosslinked with guar gum was approximately
100nm. However, the guar gum/peptone ratio must be optimized to minimize the
partially and non-crosslinked fractions of the peptones, to reduce the polydispersity
and to obtain more electrostatically stable nanoparticles. This production process is
advantageous because it is a bottom-up approach, scalable and easily controlled.
These results provide opportunities to use vegetable peptones as natural peptides for
the production of nanoparticles with potential applications in biomedicine and
cosmetics.

Keywords: peptones, crosslinking, colloidal particles
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1. Introduction

Peptones are pure polypeptides or polypeptides blended with proteins. They
are obtained through the enzymatic hydrolysis of animal, microbial or vegetable
protein sources in an acidic medium. Pepsin randomly cleaves the peptide bonds into
small fragments, producing segments of various sizes and amino acid compositions,
which remain together with whole proteins in commercial peptones that have not
undergone hydrolysis.

Vegetable peptones are widely used in microbiology as nutritional sources of
nitrogen compounds. The most common sources for the extraction of peptones are
potato, wheat, pea, pear and soy. Studies have confirmed an increase in the growth
of bacteria and in the production of components of interest when using vegetable
peptones as a nutritional source compared to other culture media [1, 2]. Recently,
Benedini and Santana [3] demonstrated that the use of peptones from soybeans
increased the production and purity of hyaluronic acid, produced by fermentation,
after precipitation.

Hydrolyzed proteins used in the food and cosmetics industries are usually
derived from plants such as soy, wheat and potato. Their use in cosmetics is usually
patented by large companies, primarily for skin and hair applications.

Gamez-Garcia [4] demonstrated that applying hydrolyzed wheat protein to hair
promoted an increase in the mechanical tensile strength of hair fibers while still wet
or during the drying process. That effect was attributed to the ability of wheat proteins
to prevent water loss and to act as a moisturizing agent. Later, Chahal and
colleagues [5] developed a dynamic vapor sorption methodology, which was also an
efficient proof of the ability of hydrolyzed wheat protein to maintain the humidity of
hairs. Swift and co-workers [6] observed an extensive penetration of peptides into
hair fibers, especially in the region of the cortex and inner hair cuticle distributed
between the fiber matrix and throughout the extent of cellular limits.

Other applications of hydrolyzed proteins as carriers of bioactive compounds
in nano- and microparticles include the encapsulation of calcium carbonate in
soybean hydrolyzed proteins to reduce its crystallization in drinks [7], the controlled
release of drugs using hydrolyzed collagen structured in 40 to 50 um microparticles
obtained by spray drying [8] and the encapsulation of fish oil in hydrolyzed casein,
aiming for its solubilization in water and delaying its oxidation [9]. Jong and
collaborators [10] obtained nanometric aggregates (approx. 150 nm) through the
alkaline hydrolysis of soy protein. The nanoparticles blended with styrene butadiene
conferred greater elasticity to latex.
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Natural peptides possess highly specific biological activities, which are
dependent on their primary sequence and conformational structure. They play
important roles as agonists, antagonists, and modulators, among others. Various
publications have illustrated the therapeutic and diagnostic potential of natural
peptides [11].

Structuring free peptides into micro- and nanoparticles is important for their
functionality because it provides a greater surface area for interactions with cells and
tissues, in addition to the gradual release of encapsulated compounds. Studies on
the production of peptide nanoparticles are still scarce in the literature. Furthermore,
to the best of our knowledge, this is the first report on the production and
characterization of nanoparticles obtained from commercial vegetable peptones
through ionic crosslinking. In this work, wheat and soy peptones were investigated for
the production of nanoparticles. According to the composition (Table 1), aspartate
and glutamate are the main amino acids with negative charges for crosslinking with
calcium chloride or quaternized guar gum. The potential for using vegetable
peptones in the production of nanoparticles in a single step process was analyzed in
terms of the crosslinker/peptone ratio, mean size and zeta potential.

2. Materials and methods

2.1 Materials

The commercial vegetable peptones from soybean and wheat were donated
as a gift by Organotechnie-France. Table 1 shows a comparatively complete list of
the total and free amino acids in these peptones. The crosslinking agents guar gum
(QGG) (Jaguar C13S®) and calcium chloride were purchased from Rhodia-Brazil
and ECIBRA-Brazil, respectively. Ultrapure water was used throughout the
experimental studies.
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Table 1- Aminoacid composition of the soy and wheat peptones

Peptone Soy (g.100g™) Wheat (g.100g™")
Aminoacid Total Free Total Free

Alanine 2.6 0.7 2.1 0.4
Arginine 3.8 1.5 3.1 0.7
Aspartic acid 5.8 0.3 2.9 0.1
Cystine 1.1 0.1 2.0 0.1
Glutamic acid 11.0 2.1 29.0 0.3
Glycine 2.4 0.5 3.1 0.7
Histidine 1.3 0.3 2.1 0.4
Isoleucine 2.6 04 2.2 0.2
Leucine 3.8 1.3 4.7 1.5
Lysine 3.8 0.9 1.7 0.3
Methionine 0.5 0.2 1.4 0.3
Phenylalanine 2.3 0.7 3.4 0.5
Proline 2.6 0.1 9.2 0.0
Serine 2.7 0.8 4.3 0.7
Threonine 2.2 04 2.2 0.3
Tryptophan 0.4 0.2 0.4 0.1
Tyrosine 1.7 0.4 1.8 0.5
Valine 2.5 0.6 2.9 0.2

2.2 Characterization of peptone dispertions in different pH values

Peptone dispersions were titrated with 0.5 M NaOH or 0.5 M HCI, covering a
pH range from 2.0 to 12.0. Interactions with the ions in the dispersions were
characterized based on the mean hydrodynamic diameter, polydispersity index and
zeta potential using a Zetasizer Nano Series ZS (Malvern Instruments, UK)
instrument at a fixed angle of 173° and a temperature of 25°C. The measurements
were performed in water.

2.3 Preparation of peptone particles

Peptone particles were prepared by ionic crosslinking. The peptones were
used at their maximum solubility in water previously determined at 25°C: 40.0 g/L for
soy peptone, and 100.0 g/L for wheat peptone. Calcium chloride and quaternized
guar gum (QGG) were the crosslinkers, and they were assayed at
peptone/CaCl,.2H.0O mass ratios (x 100) of 1.0, 2.0 and 3.0 and peptone/QGG ratios
of 0.5, 1.0 and 1.5. The peptone particles were prepared by adding the crosslinkers
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dropwise into the peptone solutions under mechanical stirring (300 rpm), which was
provided by a Rushton turbine.

2.4 Characterization of peptone particles

The peptone particles were characterized by measuring their hydrodynamic mean
diameter, polydispersity index and zeta potential with a Zetasizer Nano Series ZS
(Malvern Instruments, UK) at a fixed angle of 173° and temperature of 25°C. The
morphology of the particles was characterized by scanning electron microscopy
(SEM) using a high resolution microscope (Leo 440i, England). A droplet of the
suspension was placed on double-sided tape adhered to an aluminum stub and dried
in air for one week. The stubs were then coated with gold to a thickness of ~92 A
under an argon atmosphere. The coated samples were randomly scanned.

3. Results and discussion

3.1 Zeta potential and size of the peptone macromolecules with respect to pH

Because the vegetable peptones are heterogeneous systems, the
measurements of zeta potential allow evaluate the availability of charges, while the
mean diameter measurements give us information on the conformation of the
macromolecules in the dispersion. Figure 1 shows the results obtained for the soy
and wheat peptones.
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Figure 1. Influence of pH on the mean diameter and zeta potential before
crosslinking of the vegetables peptones: (A) 40.0 g/L soy peptone, (B) 100.0 g/L
wheat peptone.

Table 1 shows the concentrations for the total and free aspartic acid (5.1 and
0.3 g/100 mL, respectively) and for the total and free glutamic acid (11 and 2.1
g/100/mL, respectively) in the soy peptone. The concentrations of these amino acids
in the wheat peptone are 2.9 (total) and 0.1(free) for aspartic acid and 29.0 (total)
and 0.3 (free) g/100 mL for glutamic acid. Therefore, there is a greater density of
negative charges in the wheat peptone than in the soy peptone.

The profiles in Figure 1 reflect the differences in the concentrations of the
glutamic and aspartic acids in the peptones as well the diffusive effects of H" ions in
their conformational structures. In both cases, with decreasing pH, the electrolyte
concentration increases, leading to a reduced zeta potential. When the pH increases,
the zeta potential changes from 0 to -15 (approx.) and the mean diameter decreases
to approximately 200 nm, indicating packing of the chains. However, the main
changes occur in the of pH range of 6.0 to 7.0 for the soy peptone and continuously
in the pH range of 2.0 to 6.0 for the wheat peptone. On the basis of these results and
due to the electrostatic stability of the particles, pH 6.0 was selected for crosslinking
of the wheat peptone, while pH 7.0 was selected for that of the soy peptone.

3.2. Mean diameter and distribution for the crosslinked particles

Figure 2 shows the size distributions for the 3.0% calcium chloride/peptone
ratio in the dispersions. In both cases, the dispersions of particles were characterized
by the intensity distribution (I), which is proportional to the diameter of the sixth
power, and by the number distribution (N), which is proportional to the actual
diameter.
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Figure 2. Particle size distributions of vegetable peptone particles in number (N) and
intensity (1). Mass ratio CaCl».2H,0: peptone = 3.0%. Soy peptone (A and B), Wheat
peptone (C and D). The curves in the figures represent triplicate measurements.

The (l) distributions show a large range of sizes, whereas the (N) distributions
indicate a predominant mean diameter of approximately 2.5 nm for both peptones.
From these results, we may infer that the small size of the calcium ion (radius of 0.1
nm) was unable to perform an efficient crosslinking of the peptone chains at the
assayed ratio (3%). The small sized particles are due to the binding of the calcium
ions to the free glutamic and aspartic acids. The peptones were only partially or non-
crosslinked, generating the heterogeneous sizes in the (l) distribution. Higher
CaCl,.2H,0O/ peptone mass ratios could increase the efficiency, but the effects of the
higher calcium concentration must be considered for the specific application.

The effects of adding QGG to the soy peptone dispersions are shown in
Figure 3 (A,B and C,D). It could be observed that at a 1.0% QGG/peptone ratio, both
distributions (I) and (N) are similar, indicating no effective crosslinking, with the sizes
of the dispersed peptones being approximately 1000 nm. However, at a 1.5%
QGG:peptone (w/w) ratio, the sizes of approximately 100 nm in the (N) distribution
denote the formation of nanoparticles from the ionic crosslinking, despite the
presence of a minor population of partially or non-crosslinked peptones of
approximately 1000 nm.
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Figure 3. Particle size distributions of vegetable peptone particles in number (N) and
intensity (1). Mass ratio QGG: soy peptone = 1.0% (A and B) and 1.5% (C and D).
Mass ratio QGG: wheat peptone = 1.0% (E and F) and 1.5% (G and H). The curves
in the figures represent triplicate measurements.

79



For the wheat peptone, the crosslinking was efficient for both QGG/peptone
ratios, despite the presence of the larger population. Nanoparticles of approximately
100 nm were formed, with a tendency to form smaller sizes as the amount of QGG
increased.

Figure 4 shows the zeta potential values for both peptones as CaCl,.2H>O and
QGG were added. For the soy peptone, the zeta potential changes from -10 mV to -2
mV at a 0.5% QGG:peptone mass ratio. Increasing the crosslinker did not change the
zeta potential, indicating internalization of the QGG into the structure of the particles.
There are no significant changes in the zeta potential profiles in the presence of
calcium, indicating its low efficiency for crosslinking the soy peptone as well as the
internalization of the calcium ions.

The profile for the wheat peptone reveals that the zeta potential changes from
10 mV to +1 mV for the 0.5% QGG:peptone and 2.0% CaCl,2H,O/peptone mass
ratios respectively. In this case, the positive zeta potential indicates binding of the
crosslinkers at the surfaces of the particles. These results are consistent with the
behavior of the size distributions in Fig 3.
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Figure 4. Zeta potentials of soy peptone particles (A) and wheat peptone particles
(B) in the presence of CaCl,.2H,0 and QGG.

Figure 5 presents SEM micrographs for the soy peptone particles crosslinked
with QGG. The images reveal a spherical morphology. The aggregations are
primarily due to the drying of the particles during sample preparation.
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Figure 5. SEM micrographs showing the morphology of the soy peptone particles
crosslinked with QGG. Mass ratio QGG: soy peptone =1.5%.

4. Conclusions

The results show the potential of using soy and wheat peptones to produce
nanoparticles via ionic crosslinking under mechanical stirring in only one step. The
QGG polymer was more efficient than calcium for crosslinking of the peptones.
Nonetheless, improvements in the process must be achieved to produce particles
with only one population in size and to produce more electrostatically stable particles.
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5. CONCLUSOES

Pode-se concluir que a obtengédo de particulas coloidais de pectina citrica por
método escalonavel é viavel. A escala das particulas depende do grau de
esterificacdo, potencial zeta e concentragdo da pectina, além da concentracao do
agente reticulante. Para a obtencdo de particulas em escala nanométrica é
necessario utilizar baixas concentracdes de pectina, tanto de alto quanto de baixo
grau de esterificacdo. O balanco entre a repulsdo das cadeias negativas das
pectinas e a atracao entre os grupos carboxilicos da pectina e as cargas positivas
dos agentes reticulantes governa o grau de reticulagédo e a obtencao de particulas
coloidais.

A presenca de micro ou nanoparticulas de pectina influencia o comportamento
reoldégico dos polieletrdlitos pectina citrica e poliquaternium-7 por diferentes
mecanismos. Em ambos 0s casos, as particulas aumentaram a viscoelasticidade do
sistema e reduziram a frequéncia de cruzamento. As particulas também reduziram a
viscosidade de cisalhamento e a viscosidade complexa, alterando o comportamento
newtoniano dos sistemas. A solucdo de pectina citrica segue a regra de Cox-Merz,
mas desvios fortes foram observados para os sistemas contendo poliquaternium-7,
dependendo da proporcao de pectina: poliquaternium-7: microparticulas. Portanto, a
inclusao de particulas em sistemas de polieletrélitos abre oportunidades para varias
aplicacées.

Os resultados mostram a viabilidade na preparacao de micro e nanoparticulas
de peptonas vegetais de soja e trigo, pelo método de reticulagao idnica. O polimero
goma guar quaternizada foi mais eficiente para a coacervagcdo que o cloreto de
célcio. A concentragdo do agente reticulante € critica para a obtencdo das
nanoparticulas no didmetro desejado. Aperfeicoamentos no processo devem ser
considerados para a producao de particulas unimodais, bem como para a producao
de particulas estaveis.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para trabalhos futuros sobre as pectinas citricas sugere-se verificar a reologia
das misturas de particulas, pectina citrica livre e poliquaternium-7 em outras
proporgdes, para entender o comportamento dos grupos. Ainda sobre a reologia das
dispersdes sugere-se a verificagdo do comportamento em rampa de temperatura.

No caso das peptonas vegetais, sugere-se a avaliagcao da influéncia de outras
variaveis no processo de obtengédo das particulas de peptona, como concentracdo
da peptona, temperatura e pH.

Para ambos os casos, sugere-se a aplicacdo das particulas obtidas em
processos de encapsulacao de compostos bioativos lipofilicos como corantes e
esséncias e ensaios sobre a resisténcia mecénica dos fios de cabelo.
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