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Biopolimeros sdo usualmente biocompativeis, biodegradaveis e ndo téxicos,
apresentando potencial para a producdo de particulas para uso em humanos. Em
particular, a gelatina é uma proteina de origem natural, de baixo custo e alta
disponibilidade, sendo por isso um material promissor para a formacéo de microparticulas
em aplicacbes médicas, farmacéuticas e da inddstria de alimentos, com grau de
purificacdo adequado. Os polissacarideos também se destacam por apresentarem
propriedades semelhantes. No entanto, alguns materiais obtidos a partir dessas matrizes
apresentam como inconveniente a alta solubilidade em agua em distintas condic@es, o que
limita as aplicacBes das particulas em meios aquosos. Assim, 0 presente trabalho tem
como objetivo estudar o uso de agentes reticulantes ndo téxicos e o efeito do tempo de
reacdo sobre a reducdo da solubilidade das matrizes e encapsulamento de aromas. Os
resultados mostraram que ao longo do tempo de reticulagcdo ocorrem variagbes na
viscosidade do meio, tamanho e resisténcia térmica das particulas obtidas da reacdo em
suspensdo inversa. Observou-se que os agentes reticulantes podem exercer influéncia
sobre as propriedades finais das matrizes estudadas e dependem fortemente do tempo de
reacdo. Dados experimentais obtidos mostraram que o emprego de dleos essenciais
(laranja, manjericdo, canela e citronela) no processo de encapsulamento in situ pode
influenciar bastante a formacao e morfologia das particulas. Os resultados de eficiéncia
de encapsulamento indicaram a presenca dos compostos de interesse dentro da particula,

revelando um produto com caracteristicas promissoras para o0 encapsulamento ativos.
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Biopolymers are usually biocompatible, biodegradable and non-toxic, presenting
potential for the production of particles for use in humans. In particular, gelatine is a
naturally occurring, low-cost and highly available protein and is therefore a promising
material for the formation of microparticles in medical, pharmaceutical and food industry
applications with a suitable degree of purification. Polysaccharides also stand out because
they have similar properties. However, some materials obtained from such matrices have
the disadvantage of high solubility in water, which limits the applications of the particles
in agueous media. Thus, the present work aims to study the use of non-toxic crosslinking
agents and the effect of reaction time on the reduction of matrix solubility and
encapsulation of aromas. The results showed that during the crosslinking time variations
occur in dispersed phase viscosity, size and thermal resistance of the particles obtained
from the reverse suspension reaction. It has been observed that the crosslinking agents
may exert little or great influence on the final properties of the matrices studied and
strongly depend on the reaction time. On the other hand, experimental data showed that
the use of essential oils in the in situ encapsulation process can greatly influence the
formation and morphology of the particles. The results of encapsulation efficiency
indicated the presence of the compounds of interest, with increased encapsulation

efficiency throughout the reaction.
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Capitulo I - Introdugao

Capitulo |

Introducéo

1.1 - Motivacéao

Biopolimeros ! usualmente, sdo materiais biodegradaveis?, biocompativeis® e ndo
toxicos, apresentam alto potencial para uso em aplicacdes de producdo de embalagens plasticas,
géis, adesivos, filmes, suporte para adesao celular e de particulas, que podem ser usadas como
veiculos em que substancias podem ser encapsuladas (NIAOUNAKIS, 2015). Particularmente,
polimeros naturais constituiram padrdes em que se basearam muitos pesquisadores para
formular materiais similares sintéticos (MANO e MENDES, 1999).

Dentre os diversos tipos de biopolimero, as classes dos polissacarideos e das proteinas
merecem destaque por causa da alta disponibilidade, baixo custo e ampla aplicacdo industrial
(ARAVAMUDHAN et al., 2014). Estes materiais podem ser considerados como candidatos
promissores para uso como matrizes para producdo de microcapsulas, por conta da boa
biocompatibilidade, biodegradabilidade e alta versatilidade quimica (GU e BURGESS, 2014).

E importante ressaltar que macromoléculas biol6gicas constituem sistemas de extrema
complexidade, sendo necessarios estudos mais aprofundados em relacdo particularmente ao

fato de apresentarem alta solubilidade em agua, que impede algumas aplicacdes praticas

! Polimeros produzidos na natureza a partir dos ciclos de crescimento de organismos vivos; assim,
também sdo chamados de polimeros naturais. Sintese desses materiais envolve geralmente reacdes catalisadas por
enzimas e reacdes de crescimento de cadeia a partir de mondmeros ativados, que sdo formados dentro das células
por processos metabdlicos complexos (IUPAC 2014).

2 Biodegradabilidade pode ser definida como quebra de uma substancia catalisada por enzimas in vitro
ou in vivo. Além disso, pode ser considerada a quebra completa de um composto para moléculas mais simples
totalmente oxidadas ou reduzidas (diéxido de carbono, metano, nitrato, aménio e agua) quando expostos no
ambiente (IUPAC, 2014).

3 Biocompatibilidade pode ser definida como a habilidade de um material em ser compativel com tecidos
vivos, em especial, o corpo humano.
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(CORREIA et al., 2013). Alguns exemplos relacionados a aplicagbes que despertam muito
interesse sdo os sistemas de liberacdo de farmacos e as embalagens inteligentes, em que a rapida
solubilizacdo em meio aquoso limita o escopo da utilizacdo desses materiais (ESPOSITO et al.,
1996). Por conta desse problema, € de grande interesse desenvolver estudos a respeito da
reticulacdo de biopolimeros e, consequentemente, sobre a reducdo da solubilidade desses
materiais em agua (YOUNG et al., 2005).

Reacdes de crosslinking, chamadas também de reacdes de reticulacdo ou de ligacdes
cruzadas, podem ser promovidas por meios quimicos ou fisicos e causam formacdo de
modificacfes moleculares que impactam tanto a resisténcia mecénica quanto a resisténcia a
agua (WILLIAMS, 2007). Diversos trabalhos tém reportado técnicas para a reticulacdo de
polimeros naturais, embora a maior parte da literatura empregue compostos toxicos para
promover a reticulacdo destes materiais, como formaldeido e glutaraldeido (AMADORI et al.,
2015; GARAVAND1 et al., 2017). Assim, preocupacfes relacionadas a toxicidade dos
materiais impulsionam a busca por novas substancias reticulantes e novos processos de

reticulacéo.

Os poucos estudos publicados e disponiveis mostram que o processo de reticulacdo das
gelatinas naturais ainda € pouco compreendido e que o desenvolvimento de novos processos é
ainda necessario. Isso é particularmente verdadeiro quando se almeja a reticulagdo para o
desenvolvimento de aplicacGes relacionadas a preparacdo de particulas e peliculas plésticas
biodegradaveis e resistentes a &gua, como requerido pela industria farmacéutica e de alimentos
(MATALANIS et al., 2011).

Dentre o0s usos pretendidos para os materiais naturais, ressalta-se o encapsulamento de
aromas. Os aromas e as fragrancias, também chamados de flavor, sdo substancias simples e
volateis, muito importantes em diversos campos industriais (SURBURG e PANTEN, 2006). O
sabor desempenha um papel importante na satisfagdo do consumidor e influencia o consumo
de alimentos. Entre os produtos em que o “cheiro” exerce um grande diferencial, podem ser
citados os cosméticos, perfumes e os produtos de limpeza. O problema do controle da
estabilidade de aromas tem por isso sido alvo de diversas pesquisas. Os processos de fabricacéo

e de armazenamento dos aromas também podem causar modificagdes das propriedades desses
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compostos, reduzindo a intensidade do aroma ou originando componentes que apresentam
aroma desagradavel (FENG et al., 2009).

A importéancia do flavor para a satisfacdo e qualidade de varios produtos suscitou
atencdo consideravel para ao processo de encapsulamento de aromas, devido a instabilidade
dos sabores e odores volateis (MADENE et al., 2006). Esse processo tem o objetivo de proteger
0s compostos da degradacédo e da volatilizagéo, limitando a perda e induzindo a melhoria da
retencdo, prolongando o efeito desejado. Além disso, pode permitir a liberacdo controlada
desses compostos (LAKKIS, 2007).

Nos Ultimos anos, foi observado que nanoparticulas e microparticulas poliméricas
apresentam potencial para a protecéo e liberacdo controlada de varios compostos encapsulados,
desde que os materiais tenham caracteristicas adequadas (BENITA, 2006; MENDES et al.,
2012; PAIVA et al., 2016). Dentre os materiais utilizados para o encapsulamento, os hidrogéis
vém sendo bastante utilizados para encapsulamento de compostos, como maior parte dos
extratos aromaticos (PEPPAS et al., 2000). Destacam-se dentre estes compostos a gelatina, o
amido, a quitosana entre outros, por apresentarem inimeras vantagens comparativas como o
baixo potencial alergénico, o baixo custo, alta disponibilidade e a boa biodegradabilidade
(LAKKIS, 2007; MOHANTY e BOHIDAR, 2003).

Alguns estudos disponiveis na literatura tém reportado a possivel interacdo entre a
gelatina e glicose, sugerindo a atuacéo deste como possivel agente de reticulacdo (CORTESI et
al., 1998; DIGENIS et al., 1994). No entanto, trabalhos realizados no Engepol indicaram que,
em reacdes conduzidas em tempos curtos (até 30 min), ndo foi observada qualquer mudanca
significativa que indique de forma inequivoca a reticulacdo das particulas de gelatina por
glicose (WAY, 2013).

Diante de todos esses aspectos, parece clara a necessidade de conduzir estudos mais
aprofundados sobre a reticulacdo de macromoléculas naturais com ajustes em variaveis que
podem exercer grande influéncia nessas ligagdes, como € o caso do tempo. Com isso, torna-se
possivel potencializar o uso de nanoparticulas e microparticulas poliméricas. Particularmente,
é importante produzir caracteristicas e propriedades que sejam desejaveis para o0 possivel

emprego no encapsulamento de extratos aromaticos.
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Assim, o presente estudo tem o objetivo de desenvolver particulas poliméricas a partir
de polimeros naturais, visando ao encapsulamento de extratos aromaticos naturais. Incialmente
foi estudado o processo de reticulacdo das matrizes poliméricas naturais com o emprego de
reticulante nao tdxico, a fim de obter as particulas desejadas. Essa etapa foi realizada por meio
da conducdo de reacdes em suspensdo inversa, variando algumas das condicGes reacionais.
Além da etapa de producdo, buscou-se compreender se as condi¢Ges de operacdo afetavam a
estrutura molecular das cadeias poliméricas e a morfologia das particulas produzidas. Avaliou-
se também a influéncia morfologica exercida sobre as particulas pelos extratos aromaticos

encapsulados in-situ em algumas das matrizes utilizadas.

1.2 - Objetivos

O objetivo principal desse estudo foi o desenvolvimento de particulas poliméricas
reticuladas a partir de polimeros naturais, por meio de reagdes em suspensdo inversa, com a
posterior avaliacdo do uso dessas particulas para o encapsulamento de extratos naturais

aromaticos.
1.2.1 Objetivos especificos
Os objetivos especificos perseguidos nesse estudo foram:

e Obter particulas poliméricas reticuladas a partir de polimeros natural, a gelatina
e amido, por meio de reagfes em suspensao inversa.

e Estudar o processo de reticulacdo com agente reticulante ndo téxico, a glicose;

e Caracterizar as propriedades morfoldgicas, fisico-quimicas, reoldgicas e
térmicas das particulas reticuladas e dos materiais produzidos.

e Avaliar o potencial de aplicagdo das particulas de gelatina para o
encapsulamento de extratos aromaticos naturais.

e Caracterizar as particulas dopadas com aromas encapsulados por diferentes

técnicas, para definir a eficiéncia de retengdo e liberacdo em meio aquoso.
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1.3 — Originalidade e relevancia

O estudo aqui apresentado é original em varios aspectos. Em primeiro lugar, caracteriza
de forma mais clara o papel da glicose como agente reticulante de matrizes constituidas por
polimeros naturais. Em segundo lugar, descreve pela primeira vez a producdo de particulas
poliméricas naturais a partir de reagdes em suspensdo inversa. Em terceiro lugar, prop6e pela
primeira vez o encapsulamento de aromas em microparticulas a base de polimeros naturais,
usando processos de suspensdo inversa e com encapsulamento in situ. Finalmente, é feita pela
primeira vez a analise de desempenho dos produtos obtidos, na forma de microparticulas
dopadas com aromas, em termos de eficiéncia de encapsulamento e de liberacdo de ativos.

1.4 - Estrutura da tese

O presente texto estd estruturado em seis capitulos descritos brevemente a seguir. O
Capitulo | apresenta uma pequena introducdo sobre o tema, e 0s principais objetivos
perseguidos neste estudo. O Capitulo Il apresenta uma revisao bibliogréfica mais detalhada,
destacando os principais trabalhos relacionados a utilizacdo dos polimeros naturais e dando
énfase a processos de reticulacdo e ao uso destes materiais como matrizes para a producao de
microparticulas poliméricas. Além disso, o capitulo ainda descreve sobre o processo de
encapsulamento e as principais técnicas empregadas nos ultimos anos. Descrevem-se 0s
principais estudos desenvolvidos na area de encapsulamento de aromas. Ao final do capitulo,
discute-se sobre o0 uso de polimeros naturais para encapsulamento de aromas e sobre a técnica
de suspensdo inversa. No Capitulo 111 é apresentada a metodologia experimental adotada para
producdo de microparticulas reticuladas a partir dos polimeros naturais abordados. Sao
descritas também as técnicas de caracterizacdo como medidas de distribuicdo de tamanhos de
particulas (DTP) (por espalhamento de luz), avaliagdo morfolégica por microscopia oOptica e
microscopia eletronica de varredura (MEV), espectroscopia na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) para avaliar as mudangas ocorridas, analises
termogravimétricas (TGA), ressonancia magnética nuclear no dominio do tempo (RMN-DT),
avaliacdo indireta das massas molares por analise reoldgica, cromatografia gasosa acoplada
com espectrometria de massas (GC-MS) para avaliacdo do constituintes presentes, além da
eficiéncia de encapsulamento. Os resultados obtidos durante o desenvolvimento do trabalho sdo

apresentados nos capitulos seguintes. No Capitulo IV séo apresentados os resultados obtidos
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para cada um dos ensaios conduzidos, assim como as caracterizages realizadas. Os resultados
foram divididos em 3 blocos principais e ao longo da discussdo foram realizadas analises
comparativas entre as diferentes condicdes e técnicas de reticulacdo investigadas. No primeiro
bloco sdo apresentados os resultados dos ensaios de uma avaliacdo preliminar do
comportamento da reagdo em diferentes condi¢cdes. No segundo bloco apresentam-se 0s
principais resultados referentes & obtencdo das microparticulas reticuladas. No terceiro bloco
sdo apresentados 0s primeiros ensaios com aromas extraidos e 0s ensaios com 6leos essenciais.
No Capitulo V sdo apresentadas as conclus@es finais encontradas ao longo do trabalho e séo
formuladas algumas questdes que ainda ndo foram respondidas, mas que incentivam a
realizacdo de novos trabalhos nessa linha de pesquisa. Finalmente, no Capitulo VI séo
apresentadas as referéncias bibliograficas consultadas no decorrer da investigacdo. No
Apéndice A sdo apresentados os resultados referentes as caracterizacBes da gelatina utilizada
neste trabalho. No Apéndice B sdo apresentados um conjunto de testes realizado com aguas de
diferentes origens (deionizada, destilada, torneira) com a finalidade de avaliar a influéncia da

presenca de ions na agua sobre o processo de obtencdo de particulas de gelatina.

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Engenharia de Polimeros
(EngePol) do Programa de Engenharia Quimica (PEQ) do Instituto Aberto Luiz Coimbra de
Pds-Graduacdo e Pesquisa em Engenharia (COPPE) da Universidade Federal do Rio de Janeiro
(UFRJ). As anélises de distribuicdo de tamanho de particula (DTP), termogravimétricas (TGA)
e infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foram realizadas no Laboratério de
Engenharia de Polimeros (EngePol). As analises de microscopia eletrdnica de varredura (MEV)
foram realizadas no Laboratério de Microscopia do Programa de Engenharia Metallrgica. A
analise de ressondncia magnéetica nuclear no dominio do tempo (RMN-DT) foi realizada no
Instituto de Macromoléculas. As analises reoldgicas e de tensao superficial foram realizadas no
Laboratorio de Engenharia de Coloides (EngeCol). Por fim, as analises cromatograficas foram
realizadas no Nucleo de Catalise (NUCAT).
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Capitulo 11

Revisdo Bibliogréafica

2.1- Aromas

Aromas sdo compostos ou mistura de compostos que apresentam propriedades
organolépticas, como cheiro e sabor. Os aromas sempre encontraram muitos usos ao longo da
historia da humanidade. Por exemplo, nos primérdios da civilizacdo os aromas eram usados
para diferenciar alimentos estragados e para distinguir as plantas comestiveis das nocivas
(AROMAS NATURAIS, 2008). E importante enfatizar que a maioria dos aromas é formada
por substancias quimicas organicas funcionalizadas, como ésteres, acidos, cetonas, aldeidos,
alcoois, terpenos e moléculas complexas que resultam do metabolismo secundario de
microrganismos (REINECCIUS, 2006). Os compostos que constituem aromas geralmente sao
moléculas organicas de baixa massa molar (inferior a 400 Daltons) que, a pressdo atmosférica
e a temperatura ambiente, apresentam pressao de vapor alta o suficiente para que se encontrem
em grande parte no estado vapor, desencadeando estimulos olfativos. Contudo, a intensidade e
a qualidade de um aroma ndo séo necessariamente determinadas pelos componentes presentes
nas maiores concentracbes (MONTEIRO, 1984). Estdo catalogadas mais de 3.000 substancias
simples volateis que podem ser utilizadas para compor os mais variados aromas gue existem na
natureza e caracterizam diferentes conjuntos de produtos (DOSSIE AROMAS, 2009).

Segundo a Resolucdo n° 104, de 14/05/1999, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), aromas sdao substancias ou misturas de substancias com propriedades
odoriferas e/ou sapidas, capazes de conferir ou intensificar o aroma e/ou sabor dos alimentos,
podendo ser classificados como aromas naturais ou sintéticos, sendo os primeiros obtidos
exclusivamente mediante métodos fisicos, microbioldgicos ou enzimaticos (BRASIL, 1999).
Alguns autores apresentam outras defini¢Oes alternativas em seus trabalhos. Berger (1995)
define aroma como a combinacdo das sensac¢des de sabor e odor produzidas por uma substancia
ingerida. Christen (1995) define aroma como uma fracdo volatil percebida por receptores

localizados nas fossas nasais e completa que 0 aroma sempre provoca uma percepgéo olfato-
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gustativa. Em geral, a sensacdo de odor é estimulada por misturas complexas de moléculas de
varias classes quimicas que sdo detectadas por células receptoras do epitélio olfativo, mesmo

quando a concentracdo € muito baixa.

Os aromas e fragrancias sdo muito importantes para a industria quimica e ja foram
propostas diferencas para estas denominacgdes. Muitas definigdes sugerem que o termo
fragréncia seja reservado para compostos volateis que encontram aplica¢fes nas inddstrias de
perfumes e cosméticos, enquanto que o termo aromas seja aplicado exclusivamente na industria
de alimentos (JANSSENS et al., 1988). De maneira similar, o sabor também desempenha um
papel importante para satisfacdo do consumidor de vérios produtos. Por exemplo, o aroma
influencia muito o consumo de alimentos, afetando o cheiro e o sabor, enquanto em outros
produtos o “cheiro” exerce o fator diferencial, como em cosméticos, perfumes e produtos de
limpeza. No caso de alimentos, aromatizantes podem ter o mesmo nivel de importancia que 0s
macronutrientes (proteinas, gorduras e carboidratos) e micronutrientes (vitaminas e minerais),
devendo ser considerados como componentes essenciais do alimento (AROMAS NATURAIS,
2008). De fato, é amplamente reconhecido que o aroma constitui atributo que influencia de
forma decisiva a qualidade e a opcdo de compra do cliente nas mais variadas areas (OS
AROMAS E OS ALIMENTOQOS, 2008).

O mercado global de aromas e fragrancias vem crescendo nos ultimos anos. Segundo
um relatorio feito pela Grand View Research, o mercado de aromas e fragrancia foi avaliado
em 2015 em US$ 18 bilhdes, sendo estimando um alcance de US $28,65 bilhdes até 2025. A
industria deve reconhecer um crescimento notavel durante o periodo previsto devido ao
aumento da demanda em industrias de aplicacdo, como alimentos, bebidas, cosméticos,
perfumes e produtos de higiene pessoal. Vale ressalta que, a industria de alimentos e bebidas
estd projetada a crescer nesse periodo devido a demanda por refei¢cbes prontas, alimentos
saudaveis, bem como avancos tecnologicos que devem impulsionar o crescimento do mercado.
Além disso, podemos considerar o aumento do uso de sabores nos mercados farmacéuticos, de
suplementos e nutracéuticos, que também contribui com aumento, prevalecendo a preferéncia
aos ingredientes com sabor natural. A crescente demanda dos consumidores por produtos

frescos e naturais contribuiu para o crescimento exponencial do segmento, além de que esses
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produtos aumentam o apelo geral e o valor estético dos bens de consumo. Os produtos séo

principalmente classificados em naturais e sintéticos.

Os aromas sintéticos sdo compostos por substancias obtidas por processos quimicos,
incluindo aromas idénticos aos aromas naturais e outros aromas artificiais. Desta forma, os
aromas sintéticos podem ser também naturais, a depender de como o aroma particular é
produzido. Deve-se ressaltar que a maioria dos aromas disponiveis comercialmente é “idéntico
aos naturais” (AROMAS NATURALIS, 2008). Os aromas sintéticos idénticos aos naturais sdo
substancias obtidas usualmente por sintese quimica ou isoladas por processos quimicos, a partir
de matérias-primas de origem animal ou vegetal (BRASIL, 1999). Esses aromas apresentam
estrutura quimica idéntica a das substancias presentes nas matérias-primas naturais
(processadas ou ndo), sendo Uteis por razdes econdmicas e de producdo. Quando a sintese da
origem a moléculas que ndo sdo encontradas espontaneamente na natureza, 0S aromas Sao
considerados artificiais (DOSSIE AROMAS, 2009)

Os aromas naturais sdo constituidos por moléculas obtidas exclusivamente a partir de
produtos de origem animal ou vegetal, mediante aplicacGes de métodos fisicos, microbioldgicos
ou enzimaticos. Estes compostos sdo usualmente mais valorizados no mercado do que 0s
aromas artificiais em virtude da origem natural. Nesse conjunto podem ser incluidos 6leos
essenciais, extratos, balsamos, Oleo-resinas e Oleo-goma-resinas, além de substancias

aromatizantes e aromas naturais isolados (BRASIL, 1999)

Os compostos aromatizantes sdo quase sempre quimicamente instaveis e muito deles
sdo altamente volateis. Estes fatores causam perdas significativas e efeitos indesejaveis quando
estes compostos sdo expostos a condi¢des inadequadas de armazenamento na presenca de
oxigénio, luz, 4gua ou calor (ROWE, 2005). Por isso, o problema do controle da estabilidade
de aromas tem sido alvo de diversas pesquisas, devido a relagdo existente entre estabilidade,
qualidade e aceitabilidade dos produtos em que estes compostos estdo presentes. Muitos fatores
relacionados as propriedades fisico-quimicas, concentracéo e interagdes das moléculas volateis
resultantes da degradacdo de aromas com componentes de alimentos podem causar efeitos
deletérios sobre a qualidade dos produtos (BARANAUSKIENE et al., 2005; FUCHS et al.,
2006; KWAN e DAVIDOV-PARDO, 2017).
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Em particular, o processo de fabricacdo e armazenamento de aromas pode causar uma
série de modifica¢fes nas moléculas, reduzindo a intensidade dos compostos que constituem o
aroma e originando componentes denominados de off-flavor (CHANG et al., 1988). Diante
destes aspectos, o desenvolvimento de estratégias que ajudem a superar essas limitagdes,
relacionadas principalmente a degradacéo e estabilidade dos compostos que compdem os 6leos,
é necessario. FENG et al. (2009) reportaram que o uso de microcapsulas para encapsulamento
de aromas € de especial interesse, uma vez que microcapsulas podem reter componentes
aromaticos em uma matriz, protegendo-os contra a oxidacdo e a degradacdo, prolongando a
estabilidade e, consequentemente, aumentando o tempo de prateleira do produto, permitindo

que a qualidade ndo seja significativamente prejudicada nas etapas de elaboracéo e utilizag&o.
2.2.1. Oleos essenciais

O mercado de sabores naturais e fragrancias deve emergir como o segmento de produtos
que mais cresce. Espera-se que 0s 6leos essenciais surjam como o maior e mais rapido segmento
de produtos naturais. O uso de 6leos essenciais naturais estd em ascensao devido a crescente
demanda por 6leo essencial exotico para uso em cosmeéticos naturais, aromaterapia, produtos
farmacéuticos, etc. paises desenvolvidos estdo exigindo fragrancias funcionais onde o valor do
odor de uma fragrancia é reforcado com 6leos naturais. O segmento de aromas detinha a maior
fatia do mercado devido a crescente demanda por pratos exoticos e culinaria local como
aromatizantes e corantes. No entanto, o segmento de fragrancia e de aplicacdo de aromaterapia
tem ganhado espago na demanda de produtos, devido ao aumento do uso de 6leos essenciais
em perfumarias e a crescente popularidade na aromaterapia ICROWDNEWSWIRE, 2017).

O tamanho do mercado global de 6leos essenciais foi avaliado em US$ 6,6 bilhdes em
2016, com aumento anual estimado de 9,7% ao ano até 2024. O aumento das aplicacdes em
aromaterapia, juntamente com a crescente demanda por fragrancias, aromas em alimentos,
bebidas e cuidados pessoais, devera impulsionar o crescimento do mercado de 6leos essenciais
durante o periodo até 2024. Cerca de 200 tipos diferentes de 6leos essenciais sao consumidos
em todo o mundo anualmente e os EUA exercem um papel importante na demanda global,
representando em torno de 50% do consumo (GRAND VIEW RESEARCH, 2018).
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O aumento da producédo de dleos essenciais, juntamente com a crescente demanda de
varias industrias, provavelmente aumentard a demanda por diferentes tipos de produtos de éleo
essencial em todo o mundo. Técnicas inovadoras de extracdo, juntamente com 0 avanco
tecnoldgico no processo de producdo, provavelmente aumentardo a preferéncia por produtos
naturais (GRAND VIEW RESEARCH, 2018).

Diante da importancia dos 6leos essenciais para a satisfacdo do cliente e qualidade dos
produtos, atencao consideravel tem sido dada ao processo de encapsulamento desses compostos
naturais, protegendo-os das condi¢tes de degradacéo ja citadas. O processo de encapsulamento
pode proteger os compostos dessas alteracdes indesejaveis, limitando as perdas e induzindo a
melhora da retencdo das propriedades.

2.2- Polimeros Naturais

Polimeros sdo materiais constituidos por macromoléculas formadas por reacGes entre
moléculas menores. Dentre as diferentes classes de polimeros existentes, estes podem ser
distribuidos em dois grandes grupos segundo a sua origem: os polimeros naturais e os polimeros
sintéticos. Os polimeros naturais sdo aqueles obtidos diretamente da natureza. Polimeros
naturais sdo geralmente produzidos por reacdes catalisadas por enzimas a partir de espécies
ativadas, que sdo formados dentro das células por processos metabdlicos complexos
(FRANCHETTI e MARCONATO, 2006). Os polimeros naturais constituiram os padrdes em
que se basearam os pesquisadores para a producdo de similares sintéticos durante o periodo de
extraordinério desenvolvimento da Quimica de Polimeros, apds a Il Guerra Mundial, no inicio
da década de 50 (MANO E MENDES, 1999).

Polimeros naturais, quando submetidos a modificacBes quimicas apropriadas, podem
permitir a producdo de materiais com propriedades particularmente interessantes, devido a
baixa toxicidade e os baixos custos de producdo (CHIOU et al., 2005). A maioria dos polimeros
naturais resulta de reacGes de condensacdo, a partir da reacdo entre monémeros polifuncionais,
produzindo agua como subproduto. A principal vantagem do uso de polimeros naturais reside

no fato de serem abundantes e econdmicos, além de poderem ser modificados quimicamente
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com certa facilidade por conta da natureza multifuncional das moléculas (FANGUEIRO et al.,
2010).

Em geral, os biopolimeros podem ser definidos como os polimeros naturais que sao
biocompativeis, biodegradaveis e ndo toxicos (YU et al., 2006). Por este motivo, biopolimeros
apresentam alto potencial para aplicaces como embalagens plésticas, géis, adesivos, filmes
para liberacdo de farmacos, suporte para adesdo celular e producdo de cépsulas para
encapsulamento de compostos (US, 1993). Dentre os principais biopolimeros, destacam-se as

classes dos polissacarideos e das proteinas.

Dentro do cenério de polimeros naturais, 0 numero de publicacdes tem aumentado no
decorrer dos anos, como pode ser visto na Figura 2. 1, sendo possivel perceber que o nimero
de publicagdes, quando se busca por “Natural Polymer” é igual a 15968. O tema é de crescente

interesse, contudo com média anual menor que 2000 publicacdes.

Numero de publicagdes
S
(e

1970 1980 1990 2000 2010 2020
Ano da publicacdo
Figura 2. 1. Evolucdo do numero de publicagGes relacionada ao tema “Polimero Natural” no
periodo de 1970 a 2017 (dados obtidos da base de dados online Scopus em janeiro de 2018).

Ao buscar, mais especificamente um tipo especifico de polimero natural, o0 nimero de
publicacdes decai significativamente, como pode ser visto na Figura 2. 2. Ao restringir esse
universo para as microparticulas com busca por Particles, Microparticles, Beads e

Microspheres. foi possivel observar que, quando é realizada a buscas em todos 0s campos, 0
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maior nimero de publicacdes é para quitosana e particulas, que ndo constitui o foco deste
trabalho, embora tenha sido reportado para exibir um panorama atual sobre os polimeros
naturais mais reportados. Contudo, quando se realiza essa busca mais geral, incluidos os trés
tipos de polimeros, muitos trabalhos ndo estdo diretamente ligados ao escopo desta tese.
Restringindo para busca apenas em titulo, resumos e palavras chaves, o numero de publicagdes
decai significativamente. Dentro deste cenario, € possivel observar que ainda é escassa a
literatura para producdo de particulas com polimeros naturais. Esses dados revelam mais uma
vez a importancia deste trabalho e a originalidade quanto a producédo de microparticulas de

gelatinas pela técnica de suspenséo inversa.
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Figura 2. 2. Numero de publicaces refinada para tipos de polimeros naturais.
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Figura 2. 3. NUmero de trabalhos publicados no periodo de 1970 a 2017 (obtidos da base de
dados online Scopus, Janeiro de 2018; palavras — chave: gelatina, particulas, microparticulas,
microcépsulas e esferas).

2.2.1 Proteinas

As proteinas sdo polimeros naturais biodegradaveis constituidos por cadeias lineares de

unidades méricas resultantes de reacGes entre aminoacidos. Os aminoacidos mais comuns (a-

aminoéacidos) e que constituem a ampla maioria das proteinas de organismos vivos séo de 20

tipos diferentes e contém o mesmo grupo de ion dipolar. Todos ttm em comum um atomo de

carbono central (o)), a0 qual estdo ligados um &omo de hidrogénio, um grupo amino primario

(NH2) e um grupo carboxilico (COOH). A Unica excecao € a prolina, que apresenta um grupo

amino secundario. A ligacdo —CO-NH- (amida) formada entre os aminoacidos é conhecida
como ligacdo peptidica e € ilustrada na Figura 2. 4 (PHILLIPS e WILLIAMS, 2011).
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N () (|)| () )
H;N—CH—C—OH  + H—C|)H—C—O
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Figura 2. 4. Representacdo esquematica da formacéo de polipeptidios.

A principal diferenca existente entre os diferentes aminoacidos diz respeito a estrutura
das cadeias laterais. As cadeias laterais conferem importantes mudancas nas propriedades da
proteina, tal como a capacidade para interagir com outros compostos e catalisar reacdes. O
grupo lateral pode ser ndo-polar (hidrofobico), polar sem carga (hidrofilico), positivamente ou
negativamente carregado. As caracteristicas dos aminoacidos determinam ainda a forma como
as cadeias de proteina assumem a configuracdo tridimensional essencial para atividade
biolégica (ZHANG e ZENG, 2008).

H& uma enorme variedade de proteinas na natureza e muitas delas apresentam grande
potencial para aplicacdo industrial, em particular nas areas farmacéutica e biomédica, como
emprego para elaboracdo de revestimentos, para microencapsulamento de drogas e para o
preparo de hidrogéis (ZHANG e ZENG, 2008). N&o se pode deixar de dizer que as proteinas
sdo ingredientes alimentares nutritivos, sendo usadas amplamente na industria de alimentos,
como no caso da gelatina, da proteina de soja, da zeina, da proteina de ervilha, dentre outros.
Em funcdo de suas propriedades fisico-quimicas inerentes, esses materiais tém sido

amplamente utilizados como materiais de revestimento para microencapsulamento na industria
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alimentar. As propriedades emulsificantes e a natureza anfifilica* sdo as caracteristicas
importantes que tornam esses materiais apropriados para processos de microencapsulacéo
(MENG e CLOUTIER, 2014). Dentre as principais proteinas de uso comercial, as gelatinas

merecem destaque.
2211 Gelatinas

A gelatina € um nome genérico para designar biopolimeros versateis que encontram
numerosas aplicacdes nas industrias de alimentos, de produtos farmacéuticos e médicos, de
cosméticos, entre outros. Isso justifica as mais de 3x10° toneladas de gelatina produzidas
anualmente no mundo todo. Essas proteinas tém sido investigadas e estudadas pelos cientistas
desde o século XIX, mas tém sido aplicadas para elaboracdo de alimentos desde muito antes
(PHILLIPS e WILLIAMS, 2011).

A gelatina é uma proteina que tem quase sempre origem animal, sendo a principal
proteina fibrosa derivada de cartilagens, 0ssos e peles de animais, obtida a partir da hidrolise
parcial do colageno. O coldgeno compreende 20 aminoécidos e é constituido por trés cadeias
estabilizadas e entrelacadas por ligacdes de hidrogénio na forma de uma tripla hélice (JONES
e WHITMORE, 1972). Ja a rede tridimensional dos géis de gelatina é composta de micro
cristais interconectados por regides amorfas de segmentos dispostos aleatoriamente. Embora os
principais usos da gelatina sejam direcionados para industria de alimentos, a gelatina tem sido
usada para outras aplicacfes desde o século XIX, quando um farmacéutico chamado Mothes
iniciou pesquisas relacionadas ao uso de gelatina para fabricacdo de capsulas de medicamentos
(SCHRIEBER e GAREIS, 2007). De la para ca, essa proteina tem sido largamente empregada

para 0s mais diversos fins.

O colageno bruto é insolGvel em agua e um pré-tratamento € necessario para a extragao
e obtengdo da gelatina. A conversdo hidrolitica de colageno a gelatina produz moléculas de
massa molar variavel, dependendo das caracteristicas do colageno a partir da qual a gelatina foi

gerada (Figura 2. 5). Portanto, a gelatina ndo pode ser descrita como uma entidade quimica

4 Diz-se que um composto é anfifilico quando ele apresenta em sua estrutura quimica uma parte polar
hidrofilica e uma parte apolar hidrofébica.
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Unica, mas como uma mistura de fragdes compostas por aminoacidos ligados por ligacdes
peptidicas para formar cadeias de polimeros com massa molar variando de 1,5 a 4x10° Da. O
processo que converte colageno em gelatina é conhecido como condicionamento e dois tipos
de gelatinas podem ser obtidas, dependendo do procedimento de pré-tratamento envolvido. A
conversdo do colageno em gelatina pode ser conduzida por meio do aquecimento do colageno,
em meio &cido ou alcalino (ARVANITOYANNIS et al, 1998). O processo produtivo de
obtencdo da gelatina consiste de trés etapas: tratamento da matéria-prima, extracao da gelatina
e purificacdo e secagem (KARIM e BHAT, 2008). Geralmente a matéria prima é submetida a
uma solucao alcalina ou &cida por um periodo de 24h a 20 dias. Apos esse periodo, 0 material
tratado é centrifugado, o precipitado é suspenso em uma solucdo acida aquecida e novamente
centrifugado, obtendo-se a gelatina no sobrenadante (PHILLIPS e WILLIAMS, 2011).

Os preé-tratamentos acidos e alcalinos sdo usados para clivar um nimero suficiente de
ligagBes covalentes no colageno, originando respectivamente a gelatina do tipo A e gelatina do
tipo B (CHIELLINI et al., 2001; YAKIMETS et al., 2005). A gelatina conhecida
comercialmente como gelatina do tipo A é obtida sob condi¢cdes de tratamento &cido,
apresentando ponto isoelétrico (PI) na faixa de pH’s entre 8 e 9. Gelatina do tipo B é resultante
de condic@es de tratamento alcalino e possui Pl entre pH’s de 4 a 5 (GOMEZ-GUILLEN et al.,
2011). No processo alcalino, os grupos amino sdo hidrolisados em grupos carboxilicos,
diminuindo assim o ponto isoelétrico, (ou seja, 0 pH em quee as moléculas apresentam cargas
totais neutras) como resultado do aumento do nimero de grupos carboxilicos da gelatina. Em

contraste, o pré-tratamento acido pouco afeta 0s grupos amino presentes (YOUNG et al., 2005).

Diante do fato de que no ponto isoelétrico as proteinas apresentam carga efetiva nula, o
tipo de gelatina define o pH de trabalho mais adequado para um determinado fim. Usualmente
ndo convém trabalhar na faixa de pH’s proximos ao Pl, uma vez que a solubilizacdo da gelatina

é normalmente comprometida pela auséncia de carga das moléculas (WAY et al, 2017).
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Figura 2. 5. Estrutura genérica basica da gelatina.

A estrutura da gelatina obtida por pré-tratamento acido é geralmente menos ramificada
e com massa molar entre 2 Da e 20x10* Da, sendo que uma pequena proporcéo da gelatina pode
apresentar massa molar mais elevada de até 1x10° Da. As gelatinas obtidas no inicio do
processo de extragdo sdo normalmente menos ramificadas do que as obtidas em extratos
posteriores, formando solugdes menos viscosas. A viscosidade aumenta com o andamento da
extracao até o ponto em que a viscosidade decresce (etapa final), devido a degradacdo térmica.
Nos pré-tratamentos alcalinos, a quebra de liga¢fes covalentes do colageno ndo é completa,
sendo formadas gelatinas obtidas com massas molares mais altas e superiores a 1x10° Da
(WOLF, 2003).

Alguns autores reportam que a qualidade da gelatina para uma aplicacdo particular
depende em grande parte das propriedades reoldgicas da solugdo (STAINSBY, 1987). A ampla
aplicacdo é baseada principalmente na capacidade de formacdo de gel, embora propriedades
fisico-quimicas basicas, tais como os parametros de composi¢do, a solubilidade em &agua, a
transparéncia, a cor, o odor e o sabor, também afetem varias aplica¢fes. Os principais atributos
que melhor definem a qualidade comercial global da gelatina s&o a resisténcia do gel formado
e a estabilidade térmica (temperatura de fusdo e gelatinizagdo) do produto final (GOMEZ-
GUILLEN et al., 2011).

A capacidade de formacdo do gel € determinante para a utilizacdo comercial das
gelatinas. Assim, para fins de padronizacéo, a capacidade de formacdo do gel é determinada
com o chamado teste de Bloom, que consiste em avaliar o gel produzido em condi¢bes bem
definidas de concentracéo (6,67 % em peso), temperatura (10 °C) e tempo de maturacéo (17 h),
permitindo que a resisténcia do gel formado seja expressa em termos de um "valor bloom"
normalizado (WAINEWRIGHT, 1977).
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Ambos, a resisténcia do gel e a termoestabilidade, sdo largamente dependentes das
propriedades moleculares da gelatina, especialmente no que diz respeito a trés fatores
principais: (@) a composicdo de aminodcidos, (b) a distribuicdo de massas molares que
resultante das condicdes de processamento do colageno e (c) a matéria-prima de origem
(GOMEZ-GUILLEN, TURNAY et al., 2002). A Figura 2. 6 apresenta a composicéo tipica dos

aminoacidos que constituem as gelatinas de origem comercial.
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Figura 2. 6. Composicdo caracteristica dos aminoécidos que constituem gelatinas comerciais
(Gelatin PhEur) (WAY, 2013).

Todos 0s amino&cidos essenciais estdo presentes na gelatina, com excecéo do triptofano.
Ja os aminoécidos metionina, cistina e tirosina estdo presentes em teores baixos, devido a
degradacdo durante a hidrélise. Os trés componentes presentes em maiores quantidades na
gelatina sdo a glicina (Gly), a prolina (Pro) e a hidroxiprolina (Hyp), sendo a glicina o
aminoacido usualmente mais abundante. Os conteldos de prolina e hidroxiprolina sdo
especialmente importantes para a capacidade de gelificacdo (RAJA MOHD HAFIDZ et al.,
2011). No entanto, embora a prolina seja importante, acredita-se que a hidroxiprolina
desempenhe um papel singular na estabilizacdo da hélice de cadeia tripla de colédgeno, devido
as pontes de hidrogénio resultantes do grupo — OH da hidroxiprolina. Além disso, foi também

observado que o conteudo total da sequéncia Gly - Pro - Hyp constitui um dos principais fatores
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que afetam a estabilidade térmica, além de propriedades relacionadas a bioatividade do material
(GOMEZ-GUILLEN et al., 2011).

As gelatinas também apresentam algumas peculiaridades Uteis quando apresentadas
como fontes de biopolimero, tais como a presenca de grupos funcionais acidos e basicos, a
capacidade de formar estruturas do tipo tripla-hélice ndo observada em polimeros sintéticos
(esta estrutura € formada em soluc@es a baixas temperaturas), a capacidade de apresentar estado
vitreo a altas temperaturas 205 - 210 °C e a boa resisténcia ao calor (KOZLOV e
BURDYGINA, 1987). Diante de todos esses aspectos, as gelatinas vém sendo consideradas
candidatos promissores para uso como matrizes para formagdo de materiais de revestimento e
de microcépsulas. Tanto a biodegradabilidade quanto a ndo toxicidade constituem também
pontos chaves para uso desses polimeros naturais, ja que as formulacdes em que gelatinas séo
utilizadas requerem com frequéncia a ingestdo desses compostos, ndo sendo observados
problemas com o acimulo dessas substancias no organismo. Além disso, a gelatina é o Gnico
hidrocoldide de formacdo termorreversivel com ponto de fusdo proximo da temperatura do
corpo, o que € particularmente importante em aplicacGes alimentares e farmacéuticas (ACHET
& HE, 1995).

No entanto, é importante ressaltar que macromoléculas bioldgicas sdo sistemas
quimicos de extrema complexidade, sendo necessarios estudos mais aprofundados sobre varios
aspectos, como a alta solubilidade em agua, que impede algumas aplicacBes. Esse ponto inibe
0 emprego das matrizes de gelatina em aplicacGes de longo prazo, como nos sistemas de
liberacdo de ativos (ESPOSITO et al., 1996) e na fabricacdo de embalagens inteligentes (ZHU
et al., 2004; FARRIS et al., 2011), ja que a proteina se solubiliza muito rapidamente em meio
aquoso. Uma forma de contornar este problema é inserir ligacGes cruzadas entre as cadeias
polimeéricas. Estas ligagdes podem ser formadas por meio de um processo de reticulacdo,
permitindo que propriedades inerentes ao material sejam modificadas (ZHANG e ZENG,
2008).

A gelatina € um material hidrofilico multifuncional que apresenta inumeros
grupamentos que podem ser reticulados (principalmente OH, COOH e NH>), permitindo formar
um hidrogel. Os hidrogéis podem ser definidos como redes poliméricas capazes de reter

quantidades significativas de agua dentro de suas estruturas e intumescendo, sem que ocorra a
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dissolugdo na agua. Essas redes poliméricas sdo formadas por meio de ligagcdes cruzadas entre
as cadeias dos polimeros durante o processo de reticulagdo (CANEVAROLO, 2003; WANG et

al., 2004). A Figura 2. 7 ilustra a representacdo estrutural de um hidrogel.

Ligagdes

/ cruzadas

Compostos
encapsulados

Cadeia
polimérica

Figura 2. 7. Representacao esquematica da estrutura de um hidrogel.

A reticulacdo pode ocorrer por meio da formacdo de redes de moléculas de gelatina

estabilizadas, denominados géis fisicos (Figura 2. 8), formados por forcas de atracdo

eletrostatica e ligacGes de hidrogénio. No entanto, a aplicabilidade de gelatina como uma matriz

de hidrogel fisico é limitada, devido a baixa rigidez da rede. No caso dos géis quimicos (Figura

2. 8), também chamados de permanentes, a reticulacdo ocorre por meio da formacéo de ligacoes

covalentes, muito mais fortes que as ligacBes presentes nos géis fisicos. Portanto, o grau e 0

tipo da reticulacdo devem ser bem delineados, observando que quanto maior o grau de

reticulacdo apresentado por um hidrogel, mais rigida deve ser a estrutura formada e menor

intumescimento deve ser observado apds o contato com a dgua (HENNINK et al., 2002; WANG

et al., 2004).
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Figura 2. 8. Representagdo esquematica de hidrogéis quimicos e fisicos.

O uso da gelatina como biomaterial apresenta diversas vantagens, como o fato desse
material ser um polimero natural que ndo apresenta antigenicidade®. Além disso, devido ao
grande namero de grupos laterais funcionais, a gelatina pode reticular rapidamente, o que é
muito importante para a utilizacdo e producédo de sistemas de liberacdo de ativos. A formacéo
de ligagBes cruzadas é muito importante para evitar a dissolucdo rapida das cadeias desses
polimeros hidrofilicos em ambientes aquosos. O retardamento da dissolu¢do em agua permite
a producdo de materiais mais resistentes. Dependendo do tipo de aplicacao desejada, o hidrogel
pode ser produzido na forma de capsulas, filmes, membranas ou ainda como micro e
nanoparticulas (HENNINK et al., 2002). Do ponto de vista estrutural, a gelatina se diferencia
de outras proteinas por conta da auséncia de ordem configuracional interna e configuracéo
geométrica aleatoria das cadeias polipeptidicas em solugdo aquosa (ARVANITOYANNIS,
2002). Essa propriedade justifica a necessidade de empregar técnicas para configurar ou

“endurecer” a estrutura da gelatina em agua.

5> Antigenicidade ¢é a capacidade que um agente tem de induzir a formacdo de anticorpos e antigenos,
muitos vezes associada a reacdes alérgicas.
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Uma variedade de procedimentos distintos usados para endurecimento da gelatina ja foi
descrita na literatura. As técnicas mais comuns propdem o uso de um reagente bifuncional para
promover a reticulacdo. Varios agentes reticulantes, tais como formaldeido, glutaraldeido,
carbodiimida, genipina, glioxal, dentre outros, tém sido usados para modificar quimicamente a
gelatina e promover a formacao de géis mais rigidos para aplicac@es diversas (TROPINI et al.,
2004; YOUNG et al., 2005).

No entanto, o glutaraldeido é conhecido por ser neurotdxico e o glioxal por ser
mutagénico e o destino no corpo humano nao € totalmente compreendido. Por exemplo, Zhang
et al. (2006) reportaram o uso de vapor de glutaraldeido para reticular nanofibras de gelatina
com intuito de melhorar a resisténcia a 4gua para uso potencial em aplicagdes biomédicas,
contudo, a gelatina reticulada sugeriu algum efeito citotoxico de residuos de glutaraldeido em
células testadas. Portanto, mesmo que os hidrogéis passem por processos de purificacdo antes
da administracéo, a possibilidade da presenca de dialdeidos livres ndo reagidos ndo pode ser
completamente descartada, podendo induzir efeitos téxicos (BEAUCHAMP et al., 1992;
MATTIODA e BLANC, 2011).

Hennink et al. (2002) mostraram que polimeros sollveis em agua e que apresentam
grupos hidroxila podem ser reticulados com glutaraldeido; no entanto, temperaturas elevadas
devem ser aplicadas. Em contraste, polimeros que contém grupos amino podem ser reticulados
quimicamente com glutaraldeido sob condi¢des brandas, sendo formadas as chamadas bases de
Schiff. As bases de Schiff sdo iminas provenientes da condensacao de substancias carbonilicas
com aminas, sendo importantes intermediarios para diversas transformacdes (ver Figura 2. 9).
Bases de Schiff podem ser sintetizadas a partir de uma amina aromatica e um composto
carbonila por adicdo nucleofilica, formando um grupo hemiaminal, seguida da desidratacdo

para gerar o grupo imina.
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Figura 2. 9. Representacdo esquematica da reacdo de formacao de base de Schiff.
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Os grupos amino conferem ao polimero uma densidade de carga elétrica elevada,
tornando-o disponivel para rea¢fes quimicas e formacdo de sais. Essa funcionalidade
observada com a presenca do grupo amino, torna o polimero de grande interesse, pois pode ser
adequadamente modificado para conferir as propriedades desejadas e fungbes bioldgicas
distintas, incluindo solubilidade em diferentes solventes (COSTA e MANSUR, 2008).

A reatividade de moléculas de gelatina parece estar fortemente relacionada a presenca
de aminoacidos trifuncionais, especialmente a lisina. Os grupos carboxilicos presentes na
gelatina sdo mais abundantes que 0s grupos amino, mas parecem ser menos reativos em reacdes
de reticulacdo (DIGENIS et al., 1994). Cada aminoéacido que compde a estrutura da gelatina
exerce um papel Unico, que pode favorecer ou ndo a ocorréncia das rea¢fes de entrecruzamento

das cadeias.

Digenis et al. (1994) reportaram que a reticulacdo de moléculas de gelatina pode ser
feita por meio de diversas reacdes quimicas. Uma dessas reacOes € a oxidacgdo, para obtencdo
de um grupo aldeido livre, que pode dar origem a um material reticulado. Uma outra op¢éo é a
reacao de reticulacdo na presenca de um aldeido, como o formaldeido ou glutaraldeido. No
entanto, esses compostos sdo altamente tdxicos, mesmo em baixas concentraces
(JAYAKRISHNAN e JAMEELA, 1996). Assim, outras alternativas vém sendo pesquisadas e
a utilizacdo desses aldeidos deve ser evitada, uma vez que a toxicidade pode comprometer a

aplicacdo do produto final

Diante destes aspectos, outros agentes de reticulacdo, como esquarato de dietilo, acido
oxalico e genipina, foram investigados por alguns autores (Ml et al., 2000; DE ANGELLIS et
al., 1998). No entanto, ndo ha dados relacionados aos dois primeiros compostos em relagéo a
sua real toxicidade. Por isso, a busca por compostos ndo toxicos para a modificagdo dessas

matrizes é cada vez maior. O uso da genipina como reticulante quimico foi estudado em
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diversos trabalhos reportados na literatura, devido & menor toxicidade, quando comparada a
toxicidade do glutaraldeido (NICKERSON et al., 2006; MUZZARELLI, 2009; THAKUR et
al., 2010). No entanto, em certas concentracfes esse composto pode evidenciar algum tipo de
toxicidade (SANTOS e DANTAS, 2008).

Chang e colaboradores (2003) utilizaram a genipina como agente reticulante natural. A
genipina ainda apresenta alguma citoxicidade, embora menor que as do formaldeido e
glutaraldeido. No estudo foram avaliadas as mudancas ocorridas nas propriedades mecanicas,
na taxa de transmissdo do vapor d’adgua e no inchamento de membranas de gelatina tratadas
com genipina. Os autores também utilizaram o glutaraldeido para efeito de comparacdo das
estruturas obtidas e concluiram que a genipina pode ser usada com sucesso para a reticulacéo

da gelatina.

Alguns trabalhos sugerem o uso de meios fisicos para reticular a gelatina e evitar o uso
de reticulantes tdxicos. Yannas e Tobolsky (1967) sugeriram a desidratagdo prolongada da
gelatina a uma temperatura elevada e pressdo reduzida, para produzir a formagédo espontanea
de ligacdes amida entre cadeias. Do ponto de vista pratico, essas condi¢cdes sdo inadequadas

para uso comercial.

Welz e Ofner (1992) reportaram o uso da desidratacdo para obter matriz de gelatina
reticulada, para uso em aplicaces de liberagdo controlada de farmacos, por meio de tratamentos
do material a temperaturas elevadas. O mecanismo de formagéo das ligagOes cruzadas foi
explicado em termos da reacdo de condensacdo entre um grupo carboxilo livre numa cadeia de
gelatina e um grupo amino de uma cadeia de proteina adjacente, sem 0 uso de agentes
reticulantes. Além disso, os autores reafirmaram a necessidade da reticulacdo para prevenir a
solubilizacdo da gelatina e a imediata liberacdo da droga na temperatura do corpo. No entanto,
0 tempo de reticulacdo térmica é muito elevado, o que faz com que esse processo seja pouco

atrativo comercialmente.

Vandelli et al. (2004) utilizaram a energia de micro-ondas para provocar a reticulacdo
de macromoléculas, como forma de superar o inconveniente da toxicidade dos agentes
reticulantes e o emprego dos tempos elevados do tratamento térmico convencional. No entanto,

0 processo parece ter um custo elevado, sendo esse 0 maior inconveniente para 0 processo.
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Ratanavaraporn et al. (2010) sugeriram a reticulacdo desidrotérmica fibras de gelatina
para controlar a degradacgéo da estrutura das fibras, no entanto, os resultados ndo alcangaram o
nivel de extensdo necessario, devido a ocorréncia de reticulagdo somente na superficie das

fibras. Assim, os autores sugerem o uso da técnica em conjunto com um reticulante quimico.

Alguns trabalhos relatam a possibilidade de obtencdo de géis formados por complexos
ibnicos, que ndo utilizam reticulantes quimicos, o que pode ser considerado como uma
vantagem adicional frente aos hidrogéis covalentes. Estes géis podem ser considerados como
uma subcategoria dos hidrogéis fisicos, pois a natureza reversivel das interacdes idnicas
caracteriza a estrutura do hidrogel. Os complexos i6nicos podem ser divididos entre hidrogéis
ionicamente reticulados e os complexos polieletroliticos. Varios compostos idnicos podem ser
utilizados, uma vez que 0 mesmo deve ser apenas misturado a solucdo do polimero e deve
ionizar-se no pH ao qual é submetido. Por meio desse efeito, forcas intermoleculares do tipo
ion-ion acabam por gerar um processo de reticulacdo, prendendo as cadeias poliméricas por
forcas eletrostaticas (GONSALVES et al., 2011).

Os hidrogeis ionicamente reticulados ou géis ionotrépicos sdo formados por
um polimero de caracteristica ibnica, com um contra ion de valéncia multipla, enquanto que 0s
complexos polieletroliticos (PEC) sdo  formados por um par  de
polimeros idnicos de cargas contrarias. O esquema da Figura 2. 10 ilustra a formac&o dos dois
tipos de géis. Porém, existe a possibilidade de que estes hidrogéis ndo sejam estaveis, ja que a

ligacdo ibnica é labil e pode ser desfeita no meio solvente apropriado (HOFFMAN, 2002).
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Figura 2. 10. Esquema da formacéo de géis idnicos.

Diante dos inconvenientes associados ao uso de compostos toxicos e as condi¢cdes de
operacao dos outros processos de tratamento térmico, o uso da glicose e de outros agicares vem
sendo sugerido em vérias formulagdes, como forma de proporcionar a reticulagdo de gelatina.
Aparentemente, Digenis et al. (1994) foram os primeiros a revelar a possibilidade de ocorrerem
ligacOes covalentes entre moléculas de gelatina por meio da adicdo de glicose e de outros
acucares, devido a reagdes com os grupos funcionais hidroxila e aldeido presente nessas

substancias.

O grupo funcional aldeido de sacarideos pode reagir com o grupo &- amino livre presente
na cadeia da gelatina, resultando na formacéo de um grupo imina intermediario, que, por meio
do rearranjo de Amadori, produz aclcar de cetose. O acUcar de cetose formado
(aminoglicosideo) pode reagir com outro grupo amino, por meio da funcionalidade carbonila,
para formar gelatina reticulada. A Figura 2. 11 mostra um esquema descrito para reacao de
reticulagéo de gelatina (DIGENIS et al., 1994).
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Figura 2. 11. Esquema da reacdo de reticulagdo utilizando aglicar como agente de ligacao.
Adaptado de DIGENIS et al. (1994).

DIGENIS et al. (1994) reportaram também que as reacdes de reticulacdo entre as cadeias
de gelatina podem ocorrer de duas formas. Quando a ligacao ocorre dentro da mesma cadeia do
polipeptideo, as reacGes sdao denominadas de reticulacdo intramolecular ou intracadeia. Por
outro lado, a reticulagdo intermolecular ou intercadeia é caracterizada pelas reacdes entre
residuos de aminoacidos de duas cadeias de peptideos vizinhas, formando uma ponte
(DIGENIS et al., 1994).

A formacdo das ligacGes cruzadas leva a mudancgas nas propriedades da gelatina e a
principal diferenca esta relacionada a solubilidade final das matrizes. Alguns autores sugerem
que a eficiéncia do processo de reticulacdo € avaliado, de forma préatica, por meio da
determinacdo da mudanca da solubilidade em agua da gelatina. Embora esta mudanca nao
quantifique o grau de reticulacdo a nivel molecular, sob condi¢Ges apropriadas a reducéo na
solubilidade ja constitui uma indicacdo da reticulagdo (WELZ e OFNER, 1992). A
insolubilidade da gelatina, sob estas condi¢cfes, € uma consequéncia da formacdo de redes
tridimensionais a partir de reticulagdo covalente (YANNAS, 1972). Além disso, 0 aumento na
viscosidade ¢ um efeito muito comum em produtos de reticula¢do, principalmente devido ao
aumento da massa molar (KIM e YOO, 2010).

28



Capitulo Il — Revisdo Bibliografica

O numero de estudos relacionados a reacdes de reticulagdo de polimeros naturais vem
crescendo continuamente com o passar dos anos. Contudo, os trabalhos disponiveis na literatura
fazem uso desenfreado de agentes de ligacdo cruzada de natureza toxica, limitando o uso desses
materiais. Apesar dos inimeros trabalhos disponiveis a respeito da reticulacdo da gelatina, das
aplicacdes do hidrogel, dos efeitos causados por agentes reticulantes e das técnicas de
reticulacdo, ainda ha& necessidade de obter informacGes mais concretas e precisas para o
emprego mais direcionado dessas matrizes. Por exemplo, pouco se sabe sobre a evolugédo das

massas molares médias durante o processo de reticulacdo de gelatina (WAY, 2013).
2.2.2 Polissacarideos

Os polissacarideos formam uma outra classe de polimeros naturais, constituidos por
unidades bésicas de glicose unidas por ligacbes glicosidicas na forma a ou B. A ligacdo
glicosidica é formada entre o grupo hidroxila do atomo de carbono anomérico de uma molécula
do monossacarideo e um grupo hidroxila qualquer de outra molécula de monossacarideo. Essas
unidades sdo ligadas na forma de anéis de grupos acetais (aldeido e alcool) na presenca de
grande quantidade de grupos hidroxilas, de maneira que a molécula resultante apresente alta
hidrofilicidade (FRANCHETTI e MARCONATO, 2006).

Assim como as proteinas, os polissacarideos também podem organizar suas estruturas
na forma de a-hélice ou dupla hélice. O tipo de ligagdo (a ou B) e as forgas existentes entre as
moléculas influenciam significativamente as propriedades fisico-quimicas do polimero final. A
presenca de ligacOes do tipo a induz uma organizagdo molecular que promove ligacGes entre
grupos hidroxila e moléculas de agua, aumentando como consequéncia a solubilidade do
material em agua. Em polissacarideos que apresentam ligacdes do tipo B, ocorre a formacao de
ligacGes de hidrogénio entre os monémeros, responsaveis pela insolubilidade das moléculas em
agua, como no caso da celulose (LOVEGROVE et al., 2017).

Os principais polissacarideos de interesse comercial sdo a celulose e o amido, sendo
hoje dada atencdo especial a carboidratos mais complexos, como quitina e quitosana. No
entanto, o polimero natural destacado sera o amido por conta da sua ampla disponibilidade e

baixo custo.
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2.2.2.1 Amido

O amido é um polimero de condensacdo formado pela reagdo de centenas de moléculas
de glicose, que se combinam quimicamente por meio do desprendimento de uma molécula de
agua. As principais fontes de amido sdo os cereais (com milho, trigo e arroz), tubérculos
(batatas) e raizes (como mandioca e batata doce). O amido é certamente um dos materiais mais
versateis para uso dentre os polimeros naturais, pois € encontrado em abundancia, apresenta

baixo custo de producédo e tem comportamento termoplastico (SHIRAI et al., 2013).

O amido é o polissacarideo de reserva dos vegetais e estd armazenado na forma de
granulos no interior das células, apresentando certo grau de organizagcdo molecular, que confere
ao material um carater cristalino ou semicristalino, com grau de cristalinidade variado (entre 20
a45%) (YOUNG, 1984). O grao de amido é essencialmente composto por dois polissacarideos
principais, a amilose e a amilopectina, que apresentam estruturas e funcionalidades diferentes
(Figura 2. 12).
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Figura 2. 12. Estrutura quimica e conforma(;ao esquematica dos principais componentes do
amido e sua representacdo do esquema da conformacao: amilose (a) e amilopectina (b).
Adaptado de BELGACEM e GANDINI (2008).
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A amilose é um polimero linear relativamente longo, com massa molar media
aproximada entre 10° — 10° g/mol. A amilose é composta por unidades de D-glicose com
aproximadamente 99% de ligacdes do tipo a ¢ grau de polimerizacdo (DP) que depende da fonte
do amido (VEENDAM, 1985). Devido a configuragao a-D- (1,4), aamilose apresenta tendéncia
de assumir conformacéo em hélice, com aproximadamente seis moléculas de glicose por giro
(Figura 2. 12a). Muitas propriedades da amilose podem ser explicadas pela habilidade para
formar diferentes estruturas moleculares. A estrutura linear faz com que o comportamento da
amilose se assemelhe mais estreitamente ao dos polimeros sintéticos convencionais, além de
permitir algumas propriedades Unicas, como a capacidade de formar filmes (WURZBURG,
1986; DENARDIN e SILVA, 2009).

As cadeias lineares de amido tém tendéncia para alinhamento em feixes, resultando no
fendmeno de retrogradacdo. A retrogradacdo € basicamente um processo de cristalizacdo das
moléculas de amido, que ocorre por causa da forte tendéncia de formacdo de pontes de
hidrogénio entre moléculas adjacentes. A associacdo das moléculas do amido propicia o
desenvolvimento de uma rede tridimensional, que é mantida coesa pelas areas cristalinas. A
velocidade de formacdo dessa rede esta relacionada ao tamanho das moléculas de amilose no
grdo. Moléculas longas de amilose apresentam maior dificuldade para difundir em estreita
associacao com outra, havendo entdo mais baixa taxa de retrogradacdo. As moléculas menores
de amilose sdo mais propensas a associacdao rapida, com consequente alta velocidade de
retrogradacdo (YONEMOTO et al., 2007).

A amilopectina € um polimero extremamente longo e ramificado, com unidades de D-
glicose constituidas por 95% de ligacdes do tipo a- (1—4) e 5% de ramificagcdes do tipo a-
(1—6). Apesar da massa molar mais elevada (107 a 10° g/mol), a viscosidade em soluc&o é
baixa devido ao grande nimero de ramificagcdes (Figura 2. 12b) (ELLIS et al., 1998; CHIOU
et al., 2005). A massa molar da amilopectina é cerca de 1000 vezes mais elevada que a massa
molar de amilose, de forma que a velocidade de retrogradacdo é muito baixa, ainda mais por
conta da estrutura altamente ramificada. Este fator ajuda a reduzir a mobilidade das cadeias de
polimero e afeta qualquer tendéncia a aproximacdo orientada que possa permitir niveis
significativos de ligacdo de hidrogénio (SINGH et al., 2003; DENARDIN e SILVA, 2009).
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Segundo Vandeputte e Delcour (2004), a amilopectina apresenta um grau de
polimerizacdo médio que varia entre 4700 a 12800 unidades de residuos de glicose. A variagao
tanto da distribuicdo das massas molares quanto do grau de polimerizacdo depende da
quantidade de moléculas ramificadas existentes (VEENDAM, 1985). Isso influencia também a
propriedade essencial para 0 processamento, que € a viscosidade, além do comportamento de
cristalizacéo e o consequente desempenho do produto (CHIOU et al., 2005; MALI et al., 2010).

O amido é um material que apresenta natureza semicristalina e pode apresentar
diferentes niveis de cristalinidade. A cristalinidade estd essencialmente associada com a
amilopectina, enquanto que as regides amorfas estdo associadas principalmente com a amilose
(SINGH et al., 2003). O granulo de amido é caracterizado pela coexisténcia de moléculas
lineares e ramificadas disposta em paralelo, por conta de associacdes entre cadeias, que sao
mantidas unidas por meio de pontes de hidrogénio, formando regifes cristalinas e amorfas
(RIBEIRO e SERAVALLLI, 2004). A parte linear da molécula de amilopectina forma estruturas
helicoidais duplas e sdo elas que ddo origem as regides cristalinas dos granulos. A regido
amorfa é composta pelas cadeias de amilose e pelas ramificaces da amilopectina (JENKINS
etal., 1993; SOUZA e ANDRADE, 2000). A Figura 2. 13 mostra um esquema de representacdo
do granulo do amido e suas regides.

Hilum
Grio de amido Estrutura interna do granulo

Figura 2. 13. Representagédo esquematica do granulo do amido e a visualizagéo da estrutura
interna e das regides cristalinas e amorfas. Adaptado de PARKER & RING (2001)
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Devido aos enlaces entre as cadeias provocados pelas pontes de hidrogénio entre
moléculas de amilopectina e amilose, o amido torna-se praticamente insoltvel em agua. A
cristalinidade associada a amilopectina é decorrente do arranjo radial no granulo, que é
construido como uma série de grupos de amilopectina empilhadas (Figura 2. 13) (DAVIS,
1994). Essas regiGes cristalinas estdo presentes na forma de hélices duplas com comprimento
médio ao redor de ~ 5 nm (LIU et al., 2009). Segundo Biliaderis (1992), sdo as regides
cristalinas do amido que mantém a estrutura do granulo, controlam o seu comportamento na

presenca de agua e 0s tornam mais ou menos resistentes aos ataques quimicos e enzimaticos.

A regido amorfa dos granulos de amido € menos densa e, portanto, mais susceptivel a
ataques quimicos. Além disso, regibes amorfas absorvem mais agua em temperaturas abaixo da
temperatura de gelatinizacdo. No entanto, ndo ha uma demarcacdo clara entre as regides
cristalinas e amorfas, existindo evidéncias de uma estrutura supramolecular em que as fases

amorfas e cristalinas sdo interdependentes (HOSENEY, 1986).

As variagOes nas proporcgdes entre os componentes do amido e de suas estruturas e
propriedades podem resultar em granulos de amido com propriedades fisico-quimicas e
funcionais bem diferentes, que podem afetar as aplicacGes industriais reais (MALI et al., 2010).
A Tabela 2. 1 mostra algumas das aplica¢6es industriais reportadas para o0 amido na sua forma

modificada.
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Tabela 2. 1. Principais aplicac6es industriais de amido (ELLIS et al., 1998).

IndUstria Uso do amido /amido modificado
Adesivo Producéo de adesivo
Agroquimica Coberturas, liberagéo de pesticidas e revestimento de sementes
Cosméticos P0s faciais e talcos
Detergente Surfactantes, construtores, coadjuavantes, agentes branqueadores
e ativadores de branqueamento
Alimentos Modificador de viscosidade e agente de revestimento
Médica Expansor/substituto de plasma, preservacédo de 6rgaos
transplantados e produtos sanitéarios absorventes
Perfuracdo de petréleo Modificador de viscosidade
Papel e cartdo Encadernacéo e revestimento,
Farmacéutica Diluente, ligante e liberacdo de drogas
Purificagdo Floculante
Téxtil Dimensionamento, acabamento e impressdo, resisténcia ao fogo;

De acordo com as aplica¢cdes mais comuns, o amido pode ser classificado em trés tipos:
tipo “A” (cereais), tipo “B” (tubérculos, frutas, milho com alto teor de amilose) e tipo “C”
(leguminosas). Cada tipo e misturas entre eles apresenta um padrdo caracteristico de
cristalinidade (L1U et al., 2009).

Além das diversas utilidades ja citadas, o amido ainda é empregado para produzir
biopolimeros por meio de processos fermentativos, sendo também hidrolisado e empregado
para produzir monémeros ou oligbmeros. Nesse contexto, o amido tem sido aplicado para
confeccdo de espumas (expandidas), filmes, sacolas, itens moldados, produtos termoformados
e itens de higiene pessoal (VANIER et al., 2017). Além dessas aplicacOes, acredita-se que ha
muito potencial para emprego em formulacdes que visam a producédo de particulas ou capsulas

com o intuito de encapsular compostos ativos.

Alguns autores relatam que o amido pode sofrer reacGes distintas na presenca de agua.
Essas reacbes ocorrem quando o amido é aquecido continuamente e em excesso, podendo
ocorrer a penetragdo da dgua na regido amorfa do granulo, sem perturbar as zonas cristalinas,
rompendo as ligacdes de hidrogénio presentes nessas regides. I1sso favorece o intumescimento
do grénulo, que permanece intacto até o ponto em que ocorre 0 rompimento, caracterizado pelo
desaparecimento da ordem estrutural do granulo (RIBEIRO e SERAVALLI, 2009;
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DERNARDIN e SILVA, 2009). Essa perda de organizacgdo estrutural resulta no fendbmeno
denominado como gelatinizagdo. O conceito bem aceito da "gelatinizagdo™ diz respeito a
destruicdo da estrutura cristalina dos granulos de amido (FENG et al., 2009), que é um processo
irreversivel que inclui, em um sentido amplo e na sequéncia de tempo, inchamento granular,
fusdo cristalina nativa (perda de birrefringéncia) e solubilizagdo molecular (LIU et al., 2009).
Os processos de gelatinizagdo e fusdo ndo ocorrem espontaneamente sem a presenca de um
plastificante, ja que a temperatura de transi¢do vitrea (Tg) e a temperatura de fusdo (Tm) do
amido puro e seco sao maiores que a temperatura de decomposicdo (CHIOU et al., 2005; MALI
etal., 2010).

A modificagdo do amido é buscada com o intuito de incrementar ou inibir algumas
caracteristicas originais, adequando o material a aplicaces direcionadas. Na forma nativa,
como ja reportado, o amido apresenta alguns inconvenientes e sua utilizacdo pode ser limitada,
pois os granulos ndo modificados se hidratam facilmente, intumescem rapidamente, rompem-
se e perdem viscosidade, produzindo uma pasta pouco espessa, bastante elastica e coesiva
(TAGGART et al., 2009). Contudo, a natureza muito hidrofilica do amido constitui a principal
limitacdo ao desenvolvimento de materiais baseados no amido. Filmes de amido apresentam
boa resisténcia mecéanica, mas apresentam alta permeabilidade ao vapor d’agua. Esses filmes
também sdo muito sensiveis as condi¢des ambientais, devido ao carater higroscopico destes
materiais (MALI et al., 2006).

A modificacdo quimica do amido por meio do estabelecimento de ligacdes cruzadas
constitui um foco crescente de pesquisas (AKCELRUD, 2007; VROMAN e TIGHZERT 2009;
SAPSFORD et al., 2013; SHAH et al., 2016). Em particular, Sintov et al. (1995) afirmaram
que tanto a reticulagdo quimica quanto a reticulacdo fisica podem ser usadas para reduzir a
solubilidade em agua dos polissacarideos naturais, para formar hidrogéis intumescieis. No
entanto, as reticulagcdes quimica sdo mais reportadas (REDDY e YANG, 2010; CANISAG,
2015)

Os amidos reticulados sdo utilizados para fabricar produtos em que é necessaria grande
estabilidade, como nos biofilmes poliméricos naturais (CANISAG, 2015). O aumento no grau
de reticulagdo torna o material mais rigido, com o incremento do nimero de ligagdes covalentes

na estrutura do polimero e redugédo da mobilidade, melhorando a resisténcia do filme (DELVAL

35



Capitulo Il — Revisdo Bibliografica

etal., 2004). Além disso, a ligagdo cruzada e pontes de hidrogénio mudam a estrutura da cadeia,
aumentando a viscosidade e a resisténcia ao cisalhamento, reduzindo a retencdo de agua
(HIRSCH e KOKINI, 2015).

Canisag (2015) reporta em seu estudo que reticulagdo promovida em amido modifica
fortemente propriedades como viscosidade e grau de inchamento do gréo. Chiou et al. (2005)
mostraram que as modifica¢des ocorridas no amido pela substituicdo dos grupamentos hidroxila
podem diminuir as temperaturas de gelatinizacdo, reduzir a recristalizacdo e melhorar a
flexibilidade do produto final. Além disso, é sugerido o uso de reticulantes, preferencialmente
ndo téxicos, como glicois e aglcares, que podem ser adicionados ao produto para baixar a Tg e
aumentar a ductilidade.

Como ja reportado, a ligacéo cruzada pode ocorrer entre hidroxilas da mesma molécula
de amido, entre hidroxilas de duas ou mais moléculas de amido ou pode ocorrer
concomitantemente entre hidroxilas de moléculas de polissacarideos diferentes promovida por
um agente polifuncional (ROSENTHAL e ESPINDOLA, 1982). O resultado mais imediato € o
aumento acentuado da massa molar média. O esquema para uma reacdo de reticulacdo

intermolecular e intramolecular, ¢ mostrado na Figura 2. 14, onde X é o agente polifuncional.

@) OH —>o—x—o
OH 0
o G X G O

Figura 2. 14. Esquema proposto para reagoes de reticulagéo a) intermoleculares e b)
intramoleculares (ROSENTHAL e ESPINDOLA, 1982)

E valido ressaltar que n&o h4 literatura atual que reportem sobre a reticulagdo do amido
e os trabalhos encontrados reportam o uso repetitivo dos agentes de reticulacdo que sé@o
apresentados a seguir. Diversos sdo os agentes de ligacdo cruzada que insolubilizam o amido,
como ésteres, éteres, produtos catiénicos, aniénicos e anfoteros. Os agentes mais reportados
sdo o trimetafosfato, a epicloridrina, o formaldeido, o oxicloreto de fésforo, os di-epoxidos e
0s xantenos (dissulfetos) (HIRSCH e KOKINI, 2002; GUI-JIE et al., 2006; KOO et al., 2010
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WONGSAGONSUP et al., 2014). Segundo Wongsagonsup et al. (2014), o tipo do agente
reticulante determina as mudancas observadas nas propriedades funcionais de amidos tratados.

Kabir (2000) reticulou com sucesso a goma guar com quantidades variadas de
trimetafosfato de sddio para reduzir as propriedades de intumescimento, para uso como veiculo
em formulagBes orais de liberacdo, especialmente em sistemas que liberam o farmaco nas

porges distais do intestino delgado

Wattanachant et al. (2003) utilizaram agentes reticulantes reportados no trabalho de
Yook et al. (1993) e Yeh & Yeh (1993) para determinar as diferencas das propriedades obtidas
quando cada um dos agentes era utilizado. O oxicloreto de fésforo, epicloridrina e uma mistura
de trimetafosfato de sddio e tripolifosfato de s6dio foram empregados. A reticulacdo com todos
0s reagentes estudados resultaram em produtos mais resistentes que o amido nativo. Os autores
observaram que a determinacdo da reticulacdo de amido e a eficiéncia dos reagentes de
reticulagdo poderia ser confirmada pela reducdo da clareza da pasta, pelo aumento da
viscosidade e pela temperatura de gelatinizacéo.

Wongsagonsup et al. (2014) reportaram o uso da mistura de trimetafosfato de sodio e
tripolifosfato de sddio em diferentes concentracGes (0,25% a 6,0%) para reticular amido de
tapioca, com a finalidade de avaliar as mudancas nas propriedades fisico-quimicas para
aplicacdo na inddstria de alimentos. Foram obtidos amidos que resultam em maiores valores de

viscosidade em solucdo aquosa e maior resisténcia ao cisalhamento das misturas obtidas.

Em qualquer trabalho reportado sobre processo de reticulacdo do amido ndo foram
sugeridos provaveis mecanismos. No entanto, o estudo de Kuniak e Marchessault (1972) foi
sugerido um mecanismo de reticulagdo em que a reacao se inicia com a quebra da ligacdo O-H
para formar o amido aniénico (Amido-O-). O resumo do mecanismo de reacdo € apresentado
na Figura 2. 15, em que R representa o agente reticulante. Os autores também reportaram que
0 mecanismo da reacdo de reticulacdo do amido é facilitado pela presenca de reagentes

alcalinos, como NaOH e KOH.
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Figura 2. 15. Mecanismo esquematico da reacdo de reticulacdo do amido: a) quebra do grupo
OH; b) formacdo das redes reticuladas (KUNIAK e MARCHESSAULT, 1972).

Em média, estdo disponiveis para substituicao trés hidroxilas em cada unidade de aclcar
anidro. Porém, a reatividade relativa dos grupos hidroxila varia consideravelmente, devido a
acessibilidade das regides cristalino-amorfas e aos efeitos posicionais. No amido, o grupo
hidroxila mais reativo esta posicionado na posi¢cdo C-6. As varias formas usadas para conseguir
modificar os amidos nativos procuram alterar uma ou mais de suas propriedades, como a
temperatura de geleficacdo da pasta, a relacdo existente entre o teor de sélidos e viscosidade, a
resisténcia das pastas de amido a reducdo de viscosidade por &cidos, calor e/ou agitacdo
mecanica (cisalhamento), a tendéncia de retrogradacao e o carater idnico e hidrofilico da pasta
(SWINKELS, 1996). As propriedades dos amidos preparados a partir de diferentes fontes

variam consideravelmente.

Como ja citado, os amidos disponiveis comercialmente provém de diversas fontes.
Dentre as fontes de amido, a mais reportada é o milho, seguidas de outras fontes vulgarmente
utilizadas, como mandioca, trigo, batata e arroz (RUDNIK, 2008). Cada um destes tipos de

amido apresenta propriedades e composic¢des distintas, como mostrado na Tabela 2. 2.
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Tabela 2. 2. Propriedade e composicdo de granulos de amido (SWINKELS, 1985)

Propriedade dos grénulos  Batata ~ Milho  Milho Ceroso Trigo Tapioca
Didmetro (um) 5-100 3-26 3- 26 1- 40 4- 35
Lipideo (% p/p) 0,05 0,60 0,15 0,80 0,10
Proteina (% p/p) 0,06 0,35 0,25 0,40 0,10
Faosforo (% p/p) 0,08 0,02 0,01 0,06 0,01

Amilose (%) 21 28 0 28 17
Amilopectina (%) 79 72 100 72 83
Amilose (DP) 3000 800 - 800 3000
Amilopectina x10¢ (DP) 2 2 2 2 2
Temp. da Pasta (°C) 60-65 75-80 65-70 80-85 65-70
(FI;'?S)d(eS(}/z 'Z‘;‘);:gf‘(fg) 3000 600 800 300 1000
Poder ‘gs'f,‘g)‘a‘?o ©) 1153 24 64 21 71
Viscosidade da Pasta Muito Media Médio-alto Mé.d'o Alto
alta baixa
Claridade do filme Muito Razoavelmente Completamente
e da pasta claro Opaca claro Turva claro
Taxa de Retrodegradagéo '\tflaei?(f Alta Muito baixa Alta Baixa

Foi possivel observar que ha uma grande distincdo entre as caracteristicas dependendo
da fonte do amido. Dessa forma, fica claro que as modificagfes podem variar em fungéo das
diferencas nas propriedades do amido. Ellis et al. (1998) reportaram que a temperatura é uma
caracteristica muito importante para o processamento do amido e que a viscosidade varia entres
os tipos de amido processados nas mesmas condicdes, pois a capacidade de interacdo com a

agua depende da fonte.

De acordo com conhecimento adquirido foi possivel perceber que houve uma reducgéo
nos estudos sobre a modificacdo de amido por tratamento quimico, por meio de ligacoes
cruzadas. Alem disso, pode-se notar que os estudos estdo concentrados apenas na modificagdo
do amido para aplicagdes em sua forma natural ou para a producédo de filmes plasticos com
caracteristicas especificas. Assim, € plausivel e necessario considerar estudos sobre o potencial
da producdo de microparticulas reticulada de amido por agente reticulates ndo toxicos e método

reacional nunca testado, de forma que estudos posteriores sobre seu potencial para
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encapsulamento de ativos seja testado. E valido deixar claro que, neste trabalho, ndo serdo
expostos resultados sobre o uso das particulas de amido para encapsulamento, pois os dados

obtidos geraram uma patente e foi mantida a sigilosidade dos resultados.

2.3- Encapsulacéo

Dentre 0s varios usos propostos para polimeros naturais, o encapsulamento de
compostos quimicos se destaca. Inicialmente, o encapsulamento foi aplicado para corantes,
sendo dirigido em particular para o desenvolvimento de papel vegetal. Este papel consistia em
uma fina pelicula de microcépsulas, aderidas ao papel, de modo que a pressao da caneta
provocava o rompimento das microcapsulas e consequentemente a liberacdo da tinta sobre o
papel (SANTOS, 2012).

A encapsulacéo pode ser definida como um processo de empacotamento de substancias
variadas (aromas, pigmentos, acidulantes, nutrientes, enzimas, conservantes) em céapsulas de
dimensao suficientemente pequenas. Os primeiros relatos de trabalhos que utilizam materiais
naturais para encapsulamento datam da década de 1930. Desde entdo, pesquisas relacionadas
ao encapsulamento vém sendo cada vez mais acentuadas, sendo que o emprego desses materiais
tem sido direcionado a diversos fins (SUAVE et al., 2006). Nas areas agricola, alimentar, de
produtos domeésticos, médica, grafica, cosmética e farmacéutica, as aplicacdes de produtos

encapsulados sdo das mais variadas, como reportado adiante.

O processo de encapsulacdo de substancias foi desenvolvido incialmente com diversos
fins, como reduzir as interacdes do material encapsulado com fatores ambientais, separar
componentes reativos ou incompativeis, reduzir a migracdo do material encapsulado para o
ambiente externo, evitar reacGes prematuras de um substrato, mascarar compostos de sabor
indesejavel, promover melhor solubilidade e melhorar a incorporacédo do material encapsulado
em sistemas secos. Alem disso, no decorrer dos anos aumentou o interesse por pesquisas
relacionadas a processos que permitem a liberagdo do material encapsulado lentamente ou a
partir da ocorréncia de um certo evento estimulante (como mudanca de pH e da temperatura)
(AZEREDO, 2005).
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Cada um dos fins reportados esta relacionado com o uso final. Na agricultura o
encapsulamento é empregado para a liberagdo lenta de fungicidas e fertilizantes (BOH et al.,
1999; YU et al., 2012 MARIMUTHU et al., 2017; OLAD et al., 2018). A industria de
cosméticos faz vasta utilizacdo de micro e nanocapsulas em cremes hidratantes e emolientes,
depilatorios, fotoprotetores, produtos para cabelo e maquiagem (AMMALA, 2013;
CASANOVA e SANTOS, 2015; KESENTE et al., 2017). Na industria de alimentos, o
encapsulamento confere um meio de protecdo a componentes sensiveis, reduzindo a reatividade
do encapsulado provocada por fatores ambientais, evitando perdas nutricionais, transformando
ingredientes liquidos em sélidos faceis de manusear e constituindo uma forma de compensar a
sazonalidade. Além disso, o encapsulamento pode ser empregado para a preservagdo de aromas
e cheiros, que pode ter enorme importdncia para a estabilidade destes compostos
(CARVALHO, 2009; MARTINS et al., 2014; GANGURDE et al., 2017; CANIZALES et al.,
2018).

Na area farmacéutica, o encapsulamento encontra um amplo espectro de aplicacdes para
0 mascaramento de sabores ou odores, protecdo em relacéo aos agentes atmosféricos (umidade,
luz, calor e/ou oxidacdo), reducdo ou eliminacdo da toxicidade, reducdo da volatilidade,
administracdo de farmacos incompativeis, auxilio a dispersdo de substancias insollveis em
agua em meios aquosos e producao de formas farmacéuticas de liberagdo controlada, sustentada
e vetorizada (KAS e ONER, 2000; SILVA et al., 201; MACHADO et al., 2018). No caso da
liberacdo controlada, a eficiéncia de protecdo depende principalmente da composicdo e da
estrutura da parede formulada, além das condi¢Ges do processo (temperatura, pH, presséo,
umidade) durante a producdo e a utilizacdo de tais particulas. A barreira é geralmente formada
por componentes que criam, uma rede por conta das propriedades hidréfilas ou hidréfobas do
sistema (FUCHS et al., 2006).

Diversos sdo os trabalhos que reportam o emprego de encapsulamento com objetivos
distintos. Por exemplo, Nastruzzi et al. (1994) propuseram a microencapsulacdo de farmacos
anti-neoplasico para tratamento direcionado de tumores com a finalidade de levar maior
concentragdo de droga no local. Wilson e Shah (2007) reportaram o uso do
microencapsulamento para compostos sensiveis como as vitaminas, com a finalidade de evitar

oxidacdo e perdas do contetdo, melhorando o tempo retencdo nos alimentos e permitindo
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controle de liberagdo em tempos especificos durante o consumo. Jelvehgari et al. (2010)
reportaram que administragdo de drogas anti-inflamatorias frequentemente provocam efeitos
adversos no tecido gastrointestinal e microencapsulamento foi empregado com farmaco
tolmetina com a finalidade de direcionar a administracdo e evitar esses efeitos. Jyothi Sri et al.
(2012) reportaram o0 uso do microencapsulamento para pesticidas com intuito de serem
liberados progressivamente, evitando o uso quantidades excessivas e perdas por lixiviacéo,
evaporacdo e degradacdo. Zhang et al. (2016) reportaram o encapsulamento de proteinas dentro
de particulas de polimero para protegé-las, devido sensibilidade a degradacdo quimica ou
bioquimica e suscetibilidade & agregago, além de liberar em diferentes ambientes. Sipailiené e
Petraityte (2018) reportaram o microencapsulamento de bactérias probidticas para promover a
protecdo adequada, resultando em grande nimero de células viaveis com longa durabilidade

para emprego prolongado.

Em tais aplicagBes industriais, o objetivo ndo € somente isolar os compostos
encapsulados completamente, mas controlar a taxa com que 0s compostos saem das
microcapsulas, evitando perdas imediatas e permitindo a preparacdo de muitas formulagdes
com cargas quimicas menores, reduzindo significativamente o custo dos processos (JYOTHI
SRl etal., 2012; SARLAK et al., 2017)

As particulas usadas para o encapsulamento sdo pequenas, sélidas e esféricas, podendo
ser classificadas a depender do tamanho em 3 categorias basicas: macro- (>5000um), micro-
(1-5000 pm) e nanoparticulas (<1,0 um). Independentemente do tamanho obtido, estas
particulas podem receber nomenclatura distinta, em funcdo da morfologia e estrutura interna.
Um grupo pode ser descrito como cépsulas, em que o ndcleo é nitidamente distinto e circundado
por um filme (camada de polimero) de espessura variavel. Um segundo grupo é classificado
como sistema matricial, em que o nucleo é uniformemente disperso em uma matriz. O material
encapsulado é usualmente denominado de recheio ou nucleo, enquanto o material que forma a
particula ¢ denominado de capsula, encapsulante, cobertura ou parede. No esquema
representativo da Figura 2. 16 sdo apresentados os dois principais modelos de particulas no
problema de encapsulamento (SUAVE et al., 2006; AZEREDO, 2005).
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A B

Figura 2. 16. Modelo esquematico de capsula (A) e matriz (B).

No caso das estruturas matriciais, o material a ser encapsulado pode permanecer na
superficie, o que é geralmente evitado no caso das capsulas. Essa € uma das principais
diferencas entres estas duas familias de estruturas (AZEREDO, 2005). Outros dois sistemas que
por vezes sdo incluidos na classificacdo das particulas usadas para o encapsulamento sao 0s
lipossomas e as emulses lipidicas, também conhecidos por microesferas lipidicas. Contudo,
estes sistemas ndo satisfazem a definicdo aqui proposta pelo fato de nao serem solidos e nédo
apresentarem estrutura polimérica (BURGESS e HICKEY, 1994).

Os diferentes tipos de capsulas e matrizes sdo produzidos por meio de uma gama muito
variada de materiais e por um grande numero de diferentes métodos de encapsulamento
(CARVALHO, 2009). O material polimérico deve ser selecionado de acordo com as
propriedades fisico-quimicas dos compostos a serem encapsulados, o processo de producdo e a
via de administracdo. O encapsulante ideal deve ter propriedades emulsificantes, ser capaz de
formar filmes, permitir a preparacdo de suspensfes com baixa viscosidade e altos niveis de
solido, exibindo baixa higroscopicidade e baixo custo (CASANOVA et al., 2015). Autores
relataram que a complexidade do material a ser encapsulado deve ser considerada e que a
escolha do método deve ser particularmente condicionada pela garantia da estabilidade desse
material (MCCLEMENTS, 2017).

Os principais compostos poliméricos naturais reportados na literatura para producéo de
particulas sdo os polissacarideos (agarose, carragena, alginato, quitosana e amido) e as proteinas
(colageno, gelatina, fibrina e elastina) (GASPERINI et al., 2015). A utilizacao dos biopolimeros

como matrizes é de especial interesse para diversas areas de pesquisa, pelo fato de que estes
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sistemas sdo geralmente biocompativeis, biodegradaveis e oriundos de matérias primas naturais
(PAULA et al., 2010).

As principais técnicas de encapsulamento utilizadas exploram as propriedades
requeridas e ja citadas, sendo que a escolha do método mais adequado depende do tipo do
material ativo, da aplicacdo e do mecanismo de liberagdo desejado para a acdo do produto. A
diferenga bésica entre os métodos existentes diz respeito ao tipo de envolvimento ou
aprisionamento do material ativo pelo agente encapsulante, visto que a combinacéo entre o
material e 0 agente ativo pode ser de natureza fisica, quimica ou fisico-quimica (SUAVE et al.,
2006).

De acordo com Swioklo et al. (2016), o método de encapsulacdo deve ser simples,
reprodutivel, rapido e facil de transpor para a escala industrial. A selecdo do processo de
microencapsulacdo é fundamentada nas propriedades fisicas e quimicas da substancia ativa e
da matriz (principalmente a solubilidade) e na aplicacdo ou na finalidade das microparticulas,
no tamanho, na textura, na forma da microparticula e no mecanismo de liberacdo do material a
ser encapsulado (BANSODE et al., 2010).

As capsulas sdo concebidas e preparadas para atender as exigéncias impostas pelas
propriedades do material encapsulado, destinadas a utilizacdo do produto, bem como pelo
ambiente de armazenamento. O tamanho e a forma, assim como as propriedades quimicas das
paredes da microcapsula, incluindo degradabilidade, biocompatibilidade e permeabilidade, tém
que ser considerados na etapa de selecdo de matérias-primas e dos processos de
microencapsulacdo. O objetivo da microencapsulacdo € normalmente definido em termos da
permeabilidade do ativo na matriz que constitui a particula e na solubilidade no meio de
liberacdo (CANOVAS et al., 2005).

As microcapsulas com paredes impermedaveis sdo utilizadas em produtos em que é
necessario o isolamento de substancias ativas, seguida por uma liberagdo rapida sob condictes
definidas. Os efeitos obtidos com microcapsulas impermeaveis incluem a separacdo de
componentes reativos, a protecdo de substancias sensiveis contra os efeitos ambientais, a

reducdo da volatilidade das substancias altamente volateis, a conversao de ingredientes liquidos
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em um estado s6lido, mascaramento de sabor e odor e reducgdo de toxicidade (BOH et al., 1996;
JYOTHI SRl et al., 2012).

Por outro lado, as microcapsulas com paredes permeaveis permitem a libertacdo
prolongada de componentes ativos para o ambiente, tal como no caso de medicamentos de
liberacdo prolongada, perfumes, desodorizantes, repelentes ou imobilizacdo com atividade
localmente limitada de substancias encapsuladas. Exemplos incluem a produgéo de fertilizantes
encapsulados, de pesticidas com lancamento limitado local para diminuir a lixiviacdo para a
agua subterranea e de catalisadores e enzimas encapsulados para processos quimicos e
biotecnoldgicos (BOH et al., 1996).

Sdo diversas as técnicas disponiveis para a producdo de particulas poliméricas e
encapsulamento de ativos, que podem ser divididas em métodos mecéanicos, fisico-quimicos e
quimicos. As técnicas fisicas e fisico-quimicas normalmente requerem a formacdo de uma
solucdo polimérica inicial que contém a espécie ativa, com posterior remogdo do solvente para
a formacdo da particula. A remocdo do solvente pode ser feita por inversdo de fase e
precipitacdo das particulas dopadas com o agente ativo ou por dispersdo de solucdo em meio
heterogéneo e evaporacdo a quente do solvente. As técnicas quimicas normalmente promovem
a producdo de particulas por meio de reacdo em meio disperso, com eliminacdo eventual do
solvente e residuos de reacdo por meio de evaporagdo. Os procedimentos mais utilizados sdo a
emulsificacdo e a evaporacdo do solvente, a emulsificagdo seguida de reticulacdo, o spray

drying, a coecervacdo, a extruséo, a liofilizacdo e a gelificacdo (MILIAN et al., 2017).

O método in situ mais empregado para producdo de particulas é a emulsificacdo, seguida
por evaporagdo do solvente. Em contrapartida, essa € uma técnica muito restritiva, devido a
utilizacdo de solventes muitas vezes toxicos, que limita o uso em aplicacbes médicas,
farmacéuticas e alimentares (SOUTO et al., 2012). A técnica de spray drying o método de
microencapsulacdo mais comum, tem sido usado ha décadas para encapsular principalmente
aromas, lipidios e pigmentos, mas seu uso em produtos termossensiveis, como
microorganismos e 0Oleos essenciais, pode ser limitado porque a alta temperatura necessaria
causa volatilizacdo e / ou destruicdo do produto (SILVA et al., 2014). As particulas sdo
produzidas por aspersdo, sendo que o polimero é solubilizado inicialmente em um solvente

volatil e entdo borrifado em ar quente, que leva a secagem e consequente a formacdo de
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particulas (ANANDHARAMAKRISHNAN, 2015). Na coacervagdo, chamada também de
técnica de separacdo de fases, um material imiscivel com agua é dispersado na forma de gotas
diminutas na solugdo aquosa do material encapsulante; entdo, um eletrolito simples e carregado
com carga oposta a da espécie coloidal é adicionado para induzir a coacervacdo. A técnica
apresenta como principal vantagem a possibilidade de obtengéo de altas eficiéncias de
encapsulamento de substancias hidrossollveis. E tipicamente usado para encapsular 6leos
aromaticos (SILVA etal., 2014). Em contrapartida, parece uma técnica cara quando diz respeito
ao aumento de escala, aléem de ocorrer apenas dentro de limites limitados de pH, concentracdes
de coldides e / ou concentragdes de eletrolitos (COMUNIAN et al., 2013). A liofilizacdo é um
método que envolve a desidratacdo de material congelado sob um processo de sublimacgdo a
vacuo, ou seja, a remocdo de &gua composta ocorre sem submeter a amostra a altas temperaturas
(CHEN e WANG, 2007). Este método fornece produtos de excelente qualidade, pois minimiza
as alteracBes associadas a alta temperatura, € amplamente utilizado em esséncias ou aromas.
No entanto, seu alto custo e longo tempo de processamento prejudicam sua aplicabilidade, além
de ser um método caro e quando necessidade etapas antecedentes (EZHILARASI et al., 2013).
A Tabela 2. 3 mostra algumas técnicas de preparacdo de microparticulas reportadas na

literatura.

Tabela 2. 3. Métodos cléssicos de preparacdo de micro e nanoparticulas

Técnica Partl_culas Referéncias
obtidas
Nebulizacio. sorav-drving e Microcéapsulas, (GHARSALLAOU et al., 2007;
¢a0, spray-arying microesferas ~ EZHILARASI et al., 2013; DROSOU et al.
spray-freeze 2017)
c N Microcapsulas, (ONER, 2000; GOMEZ-ESTACA et al.,
oacervagao nanocapsulas, 2016; WANG et al., 2018)
Microcapsulas (TACKENBERG et al., 2015; LAZOU et al.,

Extrusdo/solidificagdo 2017,

Microesferas,  cARINO et al., 2000; HIROSUE et al.,

Esrgﬁ:;g'gggaag’ m;g;‘(’)cez?gf;gs 2001: KIM et al., 2002: RAO et al., 2015
¢ Steras, KIM et al., 2017; KONG et al., 2018)
nanocapsulas
emulsio Nanoesferas  (zZHOU et al., 2015; PERREIRA et al., 2017)

Microesferas,

suspenséo . (DUGUET et al., 2000; XIE et al., 2017)
Polimerizacéo nanoparticulas
Microcépsulas, (HINCAL e KAS, 2000; SHARMA et al.,2
interfacial nanocapsulas

46



Capitulo Il — Revisdo Bibliografica

No caso dos polimeros naturais empregados, duas técnicas podem ser combinadas: a
reacdo em suspensao inversa e a gelificacdo. Essas técnicas possibilitam ndo sé a formacéo de
particulas, mas também o encapsulamento in situ do material, dispensando uma etapa posterior
para carregamento das particulas. Nesse caso, uma dispersdo da solucdo aquosa do polimero e
do material ativo, na presenca de uma agente reticulante, € inicialmente preparada em meio
organico (suspensao inversa). Em seguida, promove-se a rea¢ao nas gotas dispersas, formando

as particulas solidas e fazendo o encapsulamento in situ (WAY, 2013).
2.3.1 Encapsulamento de Aromas

A principal finalidade do encapsulamento de aromas antes do uso é limitar a perda em
tempos reduzidos e proteger os compostos da degradagdo (MA et al., 2013). Como abordado
anteriormente, o processo de microencapsulacdo surgiu hd muitas décadas e pode oferecer
varios beneficios para os aromas, tais como protecdo e estabilidade de volateis, melhores
condicGes de armazenamento e maior eficiéncia para aplicacdo em produtos alimenticios,
farmacéuticos e cosméticos (REINECCIUS, 2017). Este processo, além de evitar a perda de
compostos volateis, produz um novo aditivo para a industria de alimentos: um flavorizante em
p6 de maior valor agregado e grande aplicabilidade. A principal vantagem da
microencapsulacdo de aromas é a formacao de uma barreira entre 0 composto ativo e 0 ambiente
externo (GUPTA et al., 2016). Geralmente, a matriz usada para encapsulacéo de aromas deve
ter uma boa solubilidade em &gua, propriedades emulsificantes, boas propriedades de secagem
e capacidade de gerar suspensdes com baixa viscosidade a alto teor de sélidos (MARTINS et
al., 2014).

A maioria dos aromas € volatil; portanto, encapsulamentos destes componentes alargam
0 periodo de vida util desses produtos (WANG et al., 2015). As técnicas mais comumente
usadas para encapsulamento de aroma sao spray drying, liofilizagdo, extrusao, spray cooling,
coacervacao, revestimento em leito fluidizado e inclusdo molecular. A escolha de metodologias
de encapsulamento apropriadas dependerd do uso final de produtos, das caracteristicas dos
materiais principais e transportadores e das condi¢cdes de processamento relacionadas a
fabricacdo do produto (WANG et al., 2015, PENBUNDITKUL et al., 2012).
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Por exemplo, Botrel et al. (2012) utilizaram a técnica de spray drying para o
microencapsulamento de 6leo essencial de orégano, usando como matrizes de revestimento a
maltodextrina, a goma arabica e 0 amido modificado. Santiago-Adame et al. (2015) também
ultilizaram a técnica de spray drying para o microencapsulamento de canela, utilizando
maltodextrina e como matrizes para concentrar maior teor de fendlicos. Yang et al. (2014)
desenvolveram uma microcapsula com dleo de baunilha empregando técnica de coacervagdo
complexa, com o objetivo de uma liberacdo controlada de 6leo de baunilha com um efeito
residual prolongado e visando um aumento em sua termoestabilidade para aplicacdo de
especiaria. De forma similar, a técnica de coacervacdo oferece poucas oportunidades para a
modificacdo da matriz polimérica e s6 pode ser aplicada em casos muito especificos de
aplicacdo (LOPES et al., 2016).

Evageliou e Saliari (2017) estudaram a encapsulacédo de limoneno pela técnica de freeze-
drying, utilizado varias matrizes de encapsulamento com objetivo de maior tempo de retencéo.
No entanto, alguns autores revelaram que esta técnica geralmente resulta na perda de
componentes altamente volateis, produtos espumosos e estruturas porosas (ZUIDAM e
SHIMONI, 2010). Castro et al. (2016) reportaram que maiores limitacGes desse método para
encapsulamento de aromas estdo ligadas a evaporacao do volateis e dissolu¢do dos compostos
ativos. Assim, as aplicagcdes de encapsulamento tornaram amplamente aceitos na inddstria de

aromas, principalmente pela utilizacdo de 6leos essenciais.

O uso de o6leos essenciais na perfumaria, cosméticos e agricultura ou industrias de
alimentos é bastante comum devido as suas propriedades aromaticas. Propriedades de 6leos
essenciais podem mudar dependendo de sua origem e composicdo. Alguns dleos tém
propriedades medicinais, como atividade antioxidante, atuando no combate aos radicais livres,
atividade antiinflamatoria e atividade antimicrobiana. Os éleos essenciais sdo ligeiramente
solveis em agua e sdo capazes de transmitir a agua o odor e o sabor, sendo muito Util para o
encapsulamento. Esses aromas contém terpenos, alcoois, ésteres, aldeidos, cetonas, fendis,
éteres e outros compostos secundarios (SANTIAGO-ADAME et al., 2015; KWAN e
DAVIDOV-PARDO, 2017).

A protecdo de Oleos essenciais, perfumes, aromas e outros agentes ativos em

transportadores polimericos com a finalidade de liberacéo controlada durante um certo periodo
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de tempo tem sido uma questéo de pesquisa consideravel nos tltimos anos (EL ASBAHANI et
al., 2015; WEN et al., 2016; GRANATA et al., 2018). O desenvolvimento de novos métodos
de encapsulamento consome tempo e esforco, exigindo uma abordagem multidisciplinar,
particularmente com materiais alimenticios. No entanto, para o encapsulamento de fragrancias,
nenhuma legislacdo extensiva € necessaria para aprovacgdo, tornando assim o uso de novos
materiais de matriz mais faceis de aplicar para usos comerciais. No entanto, as considera¢oes
de custo na industria de alimentos sdo muito mais rigorosas do que nas indudstrias farmacéutica
ou cosmeética, assim um cuidado a mais sdo necessarias as novas formulacdes (FUCHS et al.,
2006).

Dentro desse cenario, foi realizado uma anélise da evolugdo do nimero de publicacBes
com o tema relacionado a esse estudo. Ao buscar por “encapsulation”, “essential oil” e
“gelatina” em todos os campos da busca na plataforma Scopus, foi possivel observar que o
namero de publicagdes cresce exponencialmente quando algumas das palavras pertinentes ao
tema foram encontradas no corpo das publica¢des; contudo, o nimero de publicacdes anual
ainda é menor que 250, assim como quando se adiciona a palavra “particle” na busca. Além do
fato das primeiras publicacdes serem de 2004, isso mostra 0 qudo recente é este tema e que

existe a necessidade de investigacdes mais aprofundadas sobre o assunto.
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Figura 2. 17. Evolucao do numero de publicacGes referentes ao tema encapsulamento.
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Diante de todos os aspectos abordados, uma &rea de investigacao que desperta cada vez
mais interesse é o desenvolvimento de um polimero de baixo custo, biocompativel e com
propriedades capazes de encapsular aromas (0leo essenciais) in situ, por técnica simples e
pratica, promovendo a reducao de perdas e um tempo de liberacdo prolongada. Considerando
esses aspectos, 0 uso de polimeros naturais como gelatina da classe das proteinas e do amido
da classe dos polissacarideos pode ser um potencial para desenvolvimento desses produtos.

2.3.2. Uso de Polimeros Naturais para Encapsulamento

Os materiais naturais mais utilizados para o encapsulamento mais utilizados sdo
polissacarideos e agucares (gomas, amidos, celuloses, ciclodextrinas), proteinas (gelatina,
caseina, proteinas de soja) e lipideos (ceras, parafina, 6leos). Apesar dos varios sistemas
propostos, polimeros biodegradaveis surgiram como potenciais candidatos para o
desenvolvimento de veiculos encapsulantes com compatibilidade de ingestdo. A seguir serd

revisado principalmente o uso de gelatina e amido para o encapsulamento de ativos.

Apesar de serem mais conhecidas como nutrientes dos alimentos, as proteinas, tais como
gelatina, proteina de soja, zeina, dentre outras, apresentam muitas propriedades que as tornam
boas e vidveis para uso como materiais para microencapsulacdo. A propriedade de
emulsificacdo é muito importante para estes materiais. Devido a natureza anfifilica, proteinas
podem interagir tanto com grupos hidrofilicos como com grupos hidrofébicos, auxiliando a
estabilidade de sistemas dispersos por reduzirem a tensdo interfacial do meio (MENG e
CLOUTIER, 2014).

Como ja reportado, o intuito principal da microencapsulacéo é a protecdo do material a
ser encapsulado da influéncia do meio externo, além de possibilitar uma liberagédo direcionada
e controlada. Dessa forma, as propriedades de barreiras do material para encapsulacdo devem
ser melhoradas. Por essa razdo, a reticulagdo é frequentemente sugerida como meio para
melhorar essas propriedades (MENG e CLOUTIER, 2014). A gelatina é uma proteina que vem
sendo usada para encapsulacéo por conta da excelente propriedade de formacéo de filme, de
secagem, além da propriedade Unica de gelificacdo. Com base nessas propriedades fisicas e

guimicas, gelatinas vém sendo usadas como materiais de revestimento em diferentes processos;
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contudo, as suas propriedades devem ser melhoradas por meio de reacOes de reticulagdo
(SHAHIDI e HAN, 1993).

Segundo Chaundy et al. (1996), gelatinas reticuladas podem ser utilizadas com sucesso
em combinacdo com materiais termicamente sensiveis, como € o caso dos aromas. Os autores
estudaram a possibilidade de reticular a gelatina na presenga de vitamina A, sem exigir a
utilizacdo de um agente de reticulacéo toxico. Esposito et al. (1995) estudaram a reticulagdo da
gelatina para reducdo da solubilidade com a finalidade de encapsular clorpromazina, farmaco

antipsicotico utilizado no tratamento de esquizofrenia.

Bruschi et al. (2003) utilizaram matriz de gelatina para encapsulamento de prépolis para
facilitar a incorporagcdo em outros produtos, como produtos farmacéuticos. Alguns trabalhos
reportam que o uso de um unico material encapsulante podem nao resultar em todas as
caracteristicas requeridas para melhorar as propriedades de encapsulamento de uma ativo.
Roussenova et al. (2012) reportaram o uso da gelatina para encapsular compostos ativos labeis,
como nutrientes essenciais e farmacos, com a finalidade de protegé-los de influéncias externas
indesejaveis, facilitar a retencdo e atingir o alvo quando desejado. Nakagawa et al. (2012)
reportaram o uso de gelatina e goma acécia para a producdo de microparticulas por processos

de coacervacao para o encapsulamento de p-caroteno.

Jeyakumaril et al. (2017) reportaram em seu trabalho o microencapsulamento de dleo
de orégano em blendas preparadas com gelatina, ciclodextrina e goma arabica pela técnica de
spray drying. Tavassoli-Kafran et al. (2018) estudaram a preparacao de fibras de gelatina e de
gelatina reliculada com &cido tanico para o encapsulamento de 6éleo de laranja para preservar a

estabilidade do 6leo de laranja.

Alguns trabalhos reportam que a gelatina € um material promissor para o
encapsulamento; no entanto, muitas dessas referéncias ndo fazem o escopo e nem estdo
diretamente ligadas ao realizado no presente trabalho. E valido ressaltar mais uma vez que
nunca antes foi descrita a preparacdo particulas de gelatina para encapsulamento de oOleo

essenciais in situ por técnica de suspensao inversa.
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Dos polissacarideos, os amidos, maltodextrinas e pectina, tém sido normalmente
utilizados como agentes de encapsulacdo, tendo destaque para estudos com maltodextrinas
usado por técnica de inclusdo complexa, sendo um tema altamente investigado. Por outro lado,
pesquisas referentes ao uso do amido como agente de encapsulacao ainda é limitado; no entanto,

vem crescendo com passar dos anos, como foi anteriormente reportado.

O amido é um polissacarideo muito abundante e considerado um bom agente
encapsulante, pois apresentam baixas viscosidades a teores elevados de solidos, além de boa
solubilidade, embora alguns deles ndo possua as propriedades interfaciais necessarias para um
elevado rendimento de microencapsulagdo (GHARSALLAOUI et al., 2007). Contudo, amidos
gpossuem propriedades de gelificacdo podem estabilizar emulsdes em relacdo a floculagdo e a
coalescéncia (DALGLEISH, 2006). No entanto, é possivel superar os inconvenientes dos
materiais de encapsulacdo e melhorar as propriedades, promovendo modificagdes quimicas dos

materiais.

A produgdo de amidos modificados constitui uma alternativa que vem sendo
desenvolvida com o objetivo de superar uma ou mais limitagdes dos amidos, aumentando a
utilidade deste polimero em muitas aplicacGes (LEONEL et al., 1998). Com estruturas mais
bem projetadas e produtos mais consistentes, 0 uso mais recente do amido é na area de
microencapsulamento, em que pode oferecer alta retengdo do material encapsulado, maior
tempo de vida e alta eficiéncia de fabricagdo (BOUTBOUL et al., 2000; SOSA et al., 2014). O
amido modificado € um agente encapsulante recomendado também pela excelente retencéo de
volateis (acima de 93%), pela boa estabilizacdo da emulséo e a baixa viscosidade do meio
(ARANCIBIA et al., 2011). Chen e Wagner (2004) reportaram o uso do amido modificado para
0 nanoencapsulamento de vitamina E, com a finalidade de fornecer estabilidade e maior tempo

de atuacdo desse nutriente.

Li (2014) reportou o uso do amido para a microencapsulacéo de diversos compostos,
como vitaminas, 0leos e aromas. O autor revelou que o amido tem vantagem em relacdo a
eficiéncia de encapsulacdo, em comparacdo com outros polissacarideos. Gangurde et al. (2016)
estudaram sobre o encapsulamento de vitamina E em matrizes de amido modificado pela
técnica de emulsdo/spray-drying com o intuito aumentar a estabilidade da vitamina e facilitar a

solubiliza¢do em agua.
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Diversos trabalhos tém reportado o uso do amido como matriz eficiente para o
encapsulamento de aromas, seja 0 amido usado como matriz Unica ou mistura a outros
polimeros naturais (REINECCIUS, 1989; ROWE, 2005; LAKKIS, 2007;). Por exemplo, amido
de milho tem sido empregado para encapsular antioxidantes (DELADINO et al., 2015),
pigmentos (SPADA et al., 2012), aromas (ORDONEZ et al., 2014), microrganismos, proteinas
e drogas. (JANASWAMY et al., 2014).

Madene et al. (2006) reportaram que o amido e ingredientes a base de amido séo
materiais que podem ser usados como veiculos para encapsulamento de aromas, além de serem
substitutos de gordura e estabilizadores de emulsfes. Geralmente, a interacdo de compostos
volateis com o amido pode ocorrer de duas maneiras. Por um lado, as moléculas do composto
aromatizante podem interagir com a a-hélice da amilose, por meio de ligacdo hidrofdbica,
formando um complexo de inclusdo. Por outro lado, podem ocorrer interacdes polares que
envolvem o surgimento de ligagdes de hidrogénio entre o grupo hidroxila da molécula de amido
e do componente aromatico (ARVISENET et al., 2002; BOUTBOUL et al., 2002).

Escher et al. (2000) também reportaram que a amilose é capaz de formar complexos de
inclusdo com um amplo espectro de moléculas, incluindo compostos de aroma. Tietz e Conde-
Petit (2007) reportaram que o amido interage com aromas fortemente e retém compostos por
maior tempo, em comparagdo com outros ingredientes. Conde-Petit et al. (2006) reportaram
também que a estrutura helicoidal Unica da amilose faz com que o amido seja um veiculo muito

eficiente para o encapsulamento de aromas.

Ao longo dos anos, o amido tem sido usado como ingrediente funcional, principalmente
na area de alimentos e bebidas, pois fornece textura e estabilidade para produtos alimenticios.
Por outro lado, ha alguns anos o amido ganhou outras aplica¢cdes industriais de grande
importancia, especialmente para a producdo de papel, cosméticos, produtos farmacéuticos e

embalagens renovaveis (LI, 2014).

Na verdade, uma enorme variedade de materiais de parede baseados em modificacdes
de amido esta comercialmente disponivel. No entanto, o desenvolvimento de materiais de baixo
custo € uma area de pesquisa constante com o amido como um material de parede importante e

relativamente barato. Misturas de material disponivel comercialmente tém sido exploradas para
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melhorar as caracteristicas de encapsulacdo dos produtos finais e para atingir uma ampla gama
de aplicagdes, além do uso de novas técnicas e formulacgdes.

2.4- Suspenséo Inversa e Gelificacao

Um tipico sistema de polimerizacdo em suspensao apresenta um ou mais mondmeros
insolUveis na dgua, contendo um iniciador soltvel na fase organica. Essas espécies sao dispersas
numa fase aquosa continua por uma combinacdo de forte agitacdo e uso de pequenas
quantidades de agentes de suspenséo (estabilizantes). Os estabilizantes impedem a coalescéncia
das gotas organicas suspensas na fase aquosa, estabilizando a gota de polimero. Dessa forma,
cada gota funciona como se fosse um mini-reator em massa, onde apenas o iniciador e 0s

mondmeros estdo presentes (ODIAN, 2004).

Quando o contrario é observado (a fase continua é organica e a fase dispersa é aquosa),
a técnica recebe 0 nome de suspensao inversa. O uso de polimerizagdo em suspensao inversa é
um desenvolvimento relativamente novo. A diferenca é que dessa vez o0 agente estabilizante
deve ser sollvel na fase organica e o iniciador deve ser sollvel na fase aquosa. A suspensdo
inversa €, portanto, responsavel pela producdo de particulas de polimeros hidrofilicos
(MACHADO et al., 2007).

A dispersdo de agua em 6leo é termodinamicamente instavel. Para o desenvolvimento
tecnoldgico, procura-se utilizar meios que possam retardar pelo maior tempo possivel a
separacdo de fases. Por isso, € requerida a adicdo de agentes estabilizantes, que atuam na

interface entre as fases e previnem a aglomeracdo (AHMED, 2015).

Nas reagdes conduzidas por intermédio da técnica de suspensdo inversa, 0s polimeros
formados s&o obtidos na forma de pérolas esféricas e a distribuicdo final de tamanhos de
particula é resultado dos fenbmenos de quebra e coalescéncia das gotas. Por isso, 0 tamanho
das particulas de polimero pode ser controlado com auxilio da variagdo da velocidade de
agitacdo, da concentracdo de agente estabilizante, da temperatura da reacao e até mesmo por
meio da alteracdo do tipo de fase continua empregada. Tipicamente, as particulas formadas
possuem tamanhos na faixa de 10-1000 pum (JAHANZAD et al., 2004; DOWDING e
VINCENT, 2000). O tipo de o6leo, a velocidade de agitacdo, a temperatura de reacdo, a

54



Capitulo Il — Revisdo Bibliografica

concentracdo de polimero e o tipo e concentracdo do agente estabilizante exercem influéncia
muito grande no tamanho e na distribuicdo de tamanhos de particula dos polimeros finais
obtidos (ODIAN, 2004; ESPOSITO et al., 1996).

Para que sejam obtidas microparticulas apds a realizacdo da reacdo em suspensao
inversa no caso da gelatina ou amido, é necessario gelificar as goticulas formadas na suspensédo
por meio da reducdo da temperatura (VAUTHIER & BOUCHEMAL, 2009). Uma vez
gelificadas, as particulas tém maior dificuldade de aglomerar. No entanto, caso a agitagéo cesse,
as particulas ndo se mantém estaveis por muito tempo, pois a presenca de agua no sistema faz
com que elas fiqguem bastante pegajosas. Para contornar esse problema e permitir a formagéo
definitiva das esferas, costuma ser adicionada acetona a mistura final para desidratar as
particulas. Quando isso € feito, toda a dgua é retirada das particulas de polimero, que se tornam

solidas e ndo mais suscetiveis a aglomeracao.

A técnica de suspensdo apresenta diversas vantagens em relacdo a outras técnicas de
polimerizagéo, que incluem a facilidade de dissipacdo de calor na reacdo, e permite assim
melhor controle da temperatura, e a mais baixa viscosidade do sistema ao longo da reacéo.
Além disso, resulta em baixos niveis de impureza no produto e, consequentemente, menor custo
de separac&o, quando comparada com técnicas em emulsdo. E importante ressaltar que técnica
de suspensdo inversa nunca foi reportada para preparacao de particulas a partir de polimeros

naturais nem para o encapsulamento de aromas.

2.5- Comentarios Finais

Os aromas s30 compostos volateis muito importante em diversos campos industriais. E
indiscutivel a necessidade do controle da estabilidade destes compostos para a satisfacdo e
qualidade dos produtos em que sdo empregados. O processo de encapsulacdo de aromas
suscitou atencédo consideravel, devido a capacidade de proteger esses compostos da degradacéo
e alta volatilidade, limitando perdas e induzindo retengdo. Por isso, diversos trabalhos

reportados sugerem o uso de polimeros naturais para o encapsulamento desses compostos.
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Os polimeros naturais sdo materiais usualmente biocompativeis, biodegradaveis, de
baixo custo e baixa toxicidade que apresentam alto potencial para diversas aplicacdes e entre
elas 0 encapsulamento de compostos ativos. Os polimeros naturais aprensentam inimeros
grupos funcionais (hidroxilas livres, carbonilas, grupamentos amino) que podem ser
reticulados, dando origem a redes altamente interconectadas, capazes de encapsular aromas e
permitir com isso a estabilizacdo desses compostos, além de viabilizar a incorporacdo desses
aromas na forma de p6 em diversos produtos. E inquestionavel a necessidade de reticular os
polimeros naturais devido a sua solubilidade em agua. O emprego de reticulantes tdxicos é
largamente definido na literatura e a toxicidade destes reticulantes deve ser considerada quando
se consideram aplicacOes alimentares e farmacéuticas. Preocupados com esse aspecto, trabalho
anterior realizado pelo grupo buscou desenvolver técnicas baseadas no uso de glicose para
reticulacdo da gelatina. No entanto, resultados satisfatorios ndo foram alcangados nas condi¢coes

testadas para obtencéo das particulas.

Dessa forma, o presente trabalho visa melhor compreender o processo de reticulacéo de
polimeros naturais na presenca da glicose, produzir microparticulas reticuladas a base de
polimeros naturais e estudar o emprego das particulas produzidas para o encapsulamento de
aromas, averiguando aspectos relacionados a estabilidade dos produtos e eficiéncia dos
processos. Assim, o estudo aqui apresentado é original em varios aspectos. Em primeiro lugar,
caracteriza de forma mais clara o papel da glicose como agente reticulante de matrizes
constituidas por polimeros naturais. Em segundo lugar, descreve pela primeira vez a producao
de particulas poliméricas naturais a partir de reagdes em suspensao inversa. Em terceiro lugar,
propde pela primeira vez o encapsulamento de aromas em microparticulas a base de polimeros
naturais, usando processos de suspensdo inversa e com encapsulamento in situ. Finalmente, é
feita pela primeira vez a analise de desempenho dos produtos obtidos, na forma de
microparticulas dopadas com aromas, em termos de eficiéncia de encapsulamento e de

liberacdo de ativos.
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Capitulo 111

Materiais e Métodos

3.1 Material

Os principais reagentes e solventes utilizados ao longo do presente trabalho e as

respectivas pureza e procedéncia sao listados a seguir:

Gelatina Grau Farmacéutico — PhEur Gelatin (Sigma-Aldrich, Alemanha) — é,
segundo o fabricante, uma mistura de gelatinas dos tipos A e B, em proporc¢éo
conforme segue as especificacdes da farmacopéia europeia, (Lote: BCBC8523).
A gelatina utilizada foi caracterizada por Way (2013) como mostrada no
Apéndice A.

D-(+) - glicose anidra (Sigma-Aldrich, Franca) — Reagente ACS.

Oleos essenciais aroméaticos de laranja, manjericdo, canela e citronela. Foram
obtidos da FERQUIMA (Séo Paulo, Brasil).

Outros reagentes:

Acetona (VETEC, Brasil) — Reagente PA, com pureza minima de 99,5%. Usada
para desidratar as particulas apds a reagéo.

Monooleato de sorbitano, SPAN 80 (C24H4406) (Sigma Aldrich, EUA). Usado
como agente surfactante das reagoes.

Oleo de milho comercial (SALADA- Tipo |, Brasil). Utilizado como fase
continua das reacoes.

Hidroxido de calcio (Ca(OH)2) (VETEC, Brasil). Utilizado para o ajuste de pH,
com pureza minima de 95%.

Agua destilada obtido de uma destilador GEHAKA modelo Master System MS
2000.
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Os principais equipamentos utilizados séo listados a seguir.

Placa de agitacdo (IKA, modelo C-MAG HS7, Alemanha) com controle de
temperatura por meio de termopar (IKA, modelo ETS-D5). Utilizada para
agitacdo e controle de temperatura das reagoes.

Balanca analitica com capacidade para pesar materiais de 100 mg até 210 g (BEL
Equipamentos Analiticos LTDA, modelo U210A). Utilizada na pesagem de
reagentes e produtos reacionais.

Bomba de vacuo (QUIMIS, modelo Q355D2, Brasil) e todo aparato necessario
para seu funcionamento (kitassato, funil de buichner). Utilizada para lavagem e
filtragem das amostras.

Papel de filtro qualitativo (Qualy, Brasil) com 12,5 cm de didametro, 205 um de
espessura e maioria dos poros com 14 um de diametro. Usado na filtracdo das
amostras com a bomba de vécuo.

Bécheres com capacidades variando entre 50-500 mL, utilizados para preparo
de solucdes e pesagem de reagentes.

Microscopio optico (Carl Zeiss, modelo Axiovert 40 MAT,). Utilizado para uma
melhor observacdo da morfologia das particulas.

Analisador Térmico (Perkin Elmer, modelo STA-6000, EUA). Utilizado para
conducdo das anélises termogravimétricas (TGA) dos materiais.

Analisador de tamanho de particulas (Malvern, Mastersizer 2000, Reino Unido).
O equipamento possui um sistema de detectores para espalhamento frontal,
lateral e posterior de luz. A fonte é um laser néon de hélio, cujo comprimento de
onda caracteristico é de 632,8 nm. A faixa de deteccdo varia entre 0,1 e 1000
pum. Foi empregado para determinagdo dos tamanhos médios e distribuicdo de
tamanhos de particula.

Rebmetro (TA instruments, Modelo AR-G2, EUA). Utilizado para observar a
viscosidade das solugdes poliméricas.

Microscopio eletronico de varredura (JEOL Milestones, modelo 6460LV,

EUA). Usado para as analises da morfologia das particulas. As particulas foram

58



Capitulo Il — Ensaios

metalizadas antes das analises em metalizador (Emitech, modelo K550,
Inglaterra).

e Cromatdgrafo a gas (DANI Instruments, modelo Master GC, Italia) acoplado
Espectrometro de massa (DANI Instruments, modelo Master TOF, Itélia)
equipado com detector de ionizacdo de chama e uma coluna capilar HP-5MS
(5%-Phenylmethylpolysiloxane), com comprimento de 30 m, diametro interno
0.25 mm e espessura de 0.25 pum (Agilent Technologies, EUA). Utilizado para
identificar presenga dos compostos encapsulados.

e Infravermelho com transformada de Fourier (Thermo, modelo Nicolet 6700,
EUA). Utilizado para conduzir andlises de FTIR das amostras. O equipamento é
equipado com um acessorio Smart Orbit, que possui um diamante na area de
leitura e permite a analise de amostras sélidas sem a necessidade de preparar
pastilhas.

e Ressonancia magnética nuclear no dominio de tempo (RMN-DT) (Oxford
Instruments, modelo MARAN Ultra 0,54 T — 23,4 MHz para 1H, EUA). Foi
utilizada a sequéncia de pulsos MSE-FID.

e Tensiometro (Kruss, modelo K100, Alemanha). Utilizado para analises de
tensdo superficial das misturas fisicas da fase aquosa pura e na presenca dos

aromas.

3.2 Métodos

3.2.1 Reacgoes

As reacOes foram realizadas com o intuito de preparar particulas a partir de solucGes de
polimeros naturais com propriedades desejaveis, para uso posterior em aplicacdes relacionadas
ao encapsulamento de extratos naturais aromaticos. O objetivo inicial era estudar a obtengéo de
particulas de gelatina reticulada por meio da adicéo de glicose, a fim de alterar caracteristicas
tais como solubilidade &gua e resisténcia mecénica. Posteriormente, as reacdes foram

conduzidas com os demais materiais.
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As reacdes foram conduzidas em suspenséo inversa, sendo preparadas inicialmente duas
misturas. A fase oleosa era composta por uma mistura de 6leo de milho comercial e SPAN 80,
enquanto a fase aquosa era formada por uma mistura de gelatina, 4gua destilada e glicose. A
composicao experimental basica para a dispersdo de gelatina esta descrita na Tabela 3. 1, em
conformidade com os estudos conduzidos previamente. As modificagdes realizadas foram feitas
a partir da receita apresentada.

Tabela 3. 1. Composicéo base do meio reacional usada para o preparo de particulas de
gelatina (Reacdo padrdo).

Componentes Massa (g)
Gelatina 4,5
Fase dispersa Glicose 1,2
Agua 30,0
Oleo de milho 120,0
Fase continua Span 80 6.0
Total 162,0

Apos a glicose ser solubilizada a 50 °C em &gua, a gelatina era adicionada sem a
conducdo de uma etapa prévia de inchamento. Apds a solubilizacdo da gelatina, essa solugéo
era vertida sobre a fase oleosa, iniciando a reacdo. O sistema foi mantido sob agitacdo
magnética constante em cerca de 700 rpm ou 1000 rpm, em uma das reacdes para avaliar a
dindmica da reagdo. A temperatura foi mantida constante e igual a 60 + 2 °C durante todo o
tempo de reacéo.

Terminada a reacdo, a mistura era resfriada até 10 + 1 °C com auxilio de um banho de
gelo. Em seguida, 50 mL de acetona eram adicionados para desidratar as particulas. Apds
permanecer sob agitacdo por ao menos 5 minutos em presenca de acetona, o produto era entéo
filtrado a vacuo e lavado com mais 100 mL de acetona, para remoc¢éo do 6leo e agua residuais.
O produto final era mantido no dessecador por 24 horas. A Figura 3. 1 ilustra o esquema

reacional descrito. Apos a definicdo da reacdo padréo, um novo bloco de reagGes foi executado.

O novo bloco de reaces foi realizado na presenca dos extratos aromaticos para avaliar

a influéncia dos extratos no processo de producdo de particulas e os seus efeitos sobre a
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morfologia das particulas obtidas. Apos concluir a avaliacdo preliminar, outro grupo de reacoes
foi elaborado com OGleos essenciais comerciais para promover a encapsulacdo. Os dleos
aromaticos selecionados para encapsulacdo foram o 6leo essencial de laranja, o 6leo essencial
de citronela, o 6leo essencial de canela e o 6leo essencial de manjericdo. A escolha dos 6leos
essenciais foi baseada na disponibilidade comercial e por serem 0s mais consumidos. O
procedimento foi realizado com adicdo de 15% em massa do extrato na fase aquosa da reagao
apos a solubilizacdo da gelatina. E em seguida, a solucéo era vertida sobre a fase oleosa, dando

inicio a reacdo, como no caso padrdo. As etapas posteriores forma conduzidas na forma

reportada.
Fase Oleosa
Oleo de milho
Fase Aquosa Span 80
Gelatina
Glicose

_Y ¥

0 = Resfria & Acetona  Aliquota
Og 10°C

Solubilizagao (50°C) Temperatura da reagao Filtragem
Agitagdo (60°C) A vacuo

Figura 3. 1. Esquema ilustrativo das etapas reacionais.

3.3 Caracterizacéao
3.3.1 Analise Termogravimétrica (TGA)

A fim de caracterizar as particulas de gelatina obtidas em diferentes instantes de tempo
e a acdo da glicose como agente reticulante, amostras coletadas a tempos regulares foram
submetidas a ensaios térmicos por meio da técnica termogravimétrica (TGA) com auxilio do
analisador térmico Perkin Elmer Modelo STA-6000 (Shelton, EUA). As anélises foram
realizadas na faixa de 25 a 650 °C, a uma taxa de aquecimento 10 °C/min. As amostras foram

preparadas colocando cerca de 10 — 20 mg de material em um cadinho de aluminio adequado
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para 0 uso no equipamento. As analises foram conduzidas sob atmosfera inerte de nitrogénio e

vazdo de 20 mL/min.
3.3.2 Distribuicdo de Tamanhos de Particulas (Malvern)

As distribuicbes de tamanhos de particulas foram caracterizadas por intermédio da
técnica de difracdo a laser provocado pela presenca das particulas poliméricas em meio aquoso.
O equipamento utilizado foi o analisador de tamanho de particulas Master Sizer Hydro 2000S
(Malvern, Reino Unido). As amostras foram preparadas dispersando cerca de 200 mg de
amostra em 5 mL de etanol. O meio de dispersdo utilizado ndo dissolve as particulas. As

andlises foram feitas na temperatura ambiente.

3.3.3 Ressonancia Magnética Nuclear no Dominio do Tempo (RMN-DT)

As amostras foram analisadas por ressonancia magnética nuclear no dominio do tempo
(RMN-DT) para de evidenciar as diferentes conformaces do polimero. O equipamento
utilizado foi fabricado por Oxford Instruments, modelo MARAN Ultra 0,54 T (23,4 MHz para
0 1H, EUA). Foi utilizada a sequéncia de pulsos MSE-FID para conhecimento das fracdes
percentuais das regides rigida, intermediaria e movel, além do tempo de relaxagdo transversal

(T2H) de cada uma das amostras.

3.3.4 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

As andlises de infravermelho foram realizadas na regido do infravermelho médio (4000-
400 cm™). Espectros foram obtidos no modo de refletancia total atenuada (ATR) com resolucéo
de 4 cm™ e foram armazenados como médias de 128 varreduras. O equipamento utilizado foi
um Nicolet 6700 fabricado pela Thermo Electron Corporation (Madison, EUA). As anélises
foram feitas diretamente com o pd, uma vez que o0 equipamento é equipado com 0 acessorio
Smart Orbit, que permite a utilizacdo direta da amostra em pd, sem a necessidade de preparo de

pastilhas.
3.3.5 Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MS)

Analises cromatograficas foram realizadas para caracterizar os extratos aromaticos e 0s

oleos, por meio da determinacéo dos constituintes presentes, e para determinar os constituintes
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do aroma presente nas particulas resultantes das reaces conduzidas com os extratos. Os
constituintes dos extratos foram separados com uma coluna capilar HP5-MS, fabricada pela
Agilent, modelo 19091S-433, EUA, com 30 m de comprimento, 250 um de didmetro interno e
0,25 pm de espessura do filme, cuja fase estaciondria é composta por 5% fenil-
metilpolisiloxano. Subsequentemente, os compostos foram identificados de acordo com a
biblioteca do NIST (National Institute of Standards and Technology), a partir dos fragmentos

gerados no espectrometro de massas.

As amostras analisadas foram diluidas em etanol na razdo de 1:5 e uma aliquota de 0,1
WL desta mistura foi usada na injecdo no cromatégrafo. A analise foi realizada utilizando-se um
cromatdgrafo a gas fabricado pela DANI Instruments (modelo Master GC, Italia), equipado
com um detector de ionizacdo de chama e acoplado ao espectrometro de massas (DANI
Instruments, modelo MS Master TOF MS Plus, Italia), usando como gas de arraste o hélio. A
razdo de "split" foi igual a 1:100. O forno foi programado para iniciar a analise a 40 °C,
permanecendo 5 minutos em estado isotérmico e, em seguida, elevando a temperatura do forno

até 270 °C a uma taxa de 5 °C/min.
3.3.6 Caracterizacio Reologica

As viscosidades das solucbes aquosas de gelatina foram caracterizadas por meio do
redmetro AR-G2 fornecido pela TA instruments (New Castle, EUA), com o intuito de observar
indiretamente a possivel mudanca das massas molares médias do soluto. Para a realizagdo das
analises, amostras de 20 mL da fase aquosa eram colocadas em um recipiente de geometria de
cilindro coaxial com taxa de cisalhamento 300 s por 5 h, a 60 °C. Ao longo da analise, leituras
foram realizadas a cada 10 segundos, gerando ao final um grafico da viscosidade como func¢éo

do tempo.
3.3.7 Microscopia Optica

As caracteristicas morfologicas das particulas de gelatina produzidas foram
caracterizadas por meio da microscopia 6ptica, usando microscépio optico Axiovert 40 MAT
(Carl Zeiss, Jena, Alemanha). As microfotografias foram capturadas por meio do programa

Axiovision, possibilitando ampliacdo e ajustes de imagens.
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3.3.8 Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

A analise de microscopia eletrénica de varredura foi utilizada para visualizacdo mais
apurada da morfologia das particulas. As analises foram realizadas no microscopio eletronico
de varredura modelo 6460LV (JEOL, Milestones, USA), equipado com filamento de tungsténio
e com resolucdo de 10 nm, operando com tensdo maxima de 30 kV. Para a realizacdo das
analises, as amostras foram metalizadas com ouro. O metalizador utilizado foi o Emitech
(modelo K550, Inglaterra) com taxa de deposicdo de 50 nm/min e tamanho de particula de 5

nm.
3.3.9 Tensao superficial (TS)

As andlises de tensdo superficial das solugbes liquidas foram realizadas com
Tensiometro KRUSS (modelo K100, Alemanha). A finalidade foi observar provaveis
mudancas na tensao superficial ao longo da reacédo, para explicar o fenémeno de formacéo das
particulas de gelatina em algumas reacdes. Além disso, as analises tiveram o objetivo de avaliar
a influéncia da adi¢do dos extratos aromaticos na de evolugdo da reacdo. Inicialmente, a mistura
fisica usada nas reacdes foi elaborada e 20 mL da amostra foram colocados em um recipiente.
As medidas foram feitas com o método da placa por aproximadamente 40 min (tempo que
medida estabilizava) a temperatura de 60 °C. Ap0s isto, a solugdo foi mantida sob agitacéo por
5 horas (tempo total da reacdo) e, entdo, novas medidas foram realizadas. Esse mesmo
procedimento foi realizado na presenca de diferentes 6leos essenciais. Nao foi utilizados

surfactantes para as medidas realizadas.
3.3.10 Eficiéncia de Encapsulamento

A eficiéncia de encapsulamento dos 0leos esséncias foi avaliada pela técnica CG-MS,
realizada em duas etapas. Primeiramente, as particulas dopadas com 0Gleos passaram pelo
processo de extracdo/filtragdo. Para realizacdo da extracdo, 0,36 g de particulas de gelatina
dopadas com 0leos esséncias foram suspensas em 5mL etanol. A suspensdo foi mantida em
banho de ultrassom por 20 min e filtrada em membrana de 0,22 um para completa separacéo
dos sélidos. Em seguida, o material filtrado foi entdo analisado usando a técnica de GC-MS,

nas condicdes reportada na Sec¢do 3.3.5.
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3.3.11 Teste de liberacao

Sabendo que os aromas sao Vvolateis, a liberacdo € mais perceptivel no ambiente. Dessa
forma, o teste de liberacdo dos aromas foi realizado com por meio da técnica de FTIR, ja
descrita na secdo 3.3.4. Os ensaios foram conduzidos pela exposicao das particulas em um
ambiente com temperatura controlada em torno de 23 °C e medidas no espectrometro foram

tomadas a cada 24h para avaliar as mudancas nos espectros ao longo dos dias.
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Capitulo IV

Resultados e Discussoes

A seguir, sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos nos estudos experimentais.
O primeiro e o segundo bloco de reagdes séo referentes a obtencdo das particulas de gelatina e
suas caracterizagdes. O terceiro bloco diz respeito aos testes conduzidos com adicdo de extratos
aromaticos, com a finalidade de verificar a influéncia dos 6leos no processo e na formacdo e
morfologia das particulas. O quarto bloco de experimentos é referente aos testes feitos com a
adicdo de 6leo essenciais comerciais. O Ultimo bloco de experimentos é referente as reaces
conduzidas com amido para desenvolvimento de um processo para producédo de particulas de

amido.

Para fins de avaliagéo, considera-se que o comportamento ideal resulta na produgéo de
particulas micrométricas, com diametros na faixa de 100 a 500 um, capazes de encapsular
grandes quantidade de aromas e de liberar os aromas lentamente no ar. Tais particulas

encontram uso na industria alimenticia.
4.1 — Primeiro Bloco de Reacdes — Efeito da variacéo de ions

Em trabalho anterior desenvolvido pelo grupo (WAY, 2013), foi revelado
experimentalmente por meio de ensaios em que foram variadas a concentracédo do reticulante,
tipo de reticulante e temperatura, que ndo havia evidéncia inequivoca da reticulacdo da gelatina
nas condicdes testadas. Embora a gelatina tenha se tornado de fato pouco soltvel em &gua ap6s
o tratamento térmico, ensaios de GPC mostraram que as massas molares da gelatina se
mantiveram essencialmente constantes ao longo do tempo (WAY et al., 2017). Foi entéo
admitido que a mudanga de solubilidade podia ser devida a mudancas do arranjo estereoquimico
e configuracional da gelatina, confirmadas por analises de FTIR.

Motivados por estes resultados e mediante o conhecimento sobre o comportamento das

proteinas em diferentes pH’s, uma nova série de reacdes foi proposta no presente trabalho.
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Reagbes foram realizadas com controle de pH em meio 4cido e alcalino. E amplamente sugerido
na literatura que a ligagdo cruzada da gelatina com grupos aldeidos é mediada por grupos amino
ndo protonados da e-lisina e hidroxilisina e o0 pelo grupo amino do aminoacido N-terminal.
Portanto, a variacdo do pH do meio pode constituir um fator de influéncia em reacGes de
reticulagédo (SCHMITT et al., 2009).

Alguns autores também reportaram que a variacdo do pH do meio reacional é um fator
muito importante para reacdes de reticulacdo, principalmente quando um aldeido, em especial
o glutaraldeido, foi empregado (FARRIS et al., 2010). Pressupondo que a modificacdo pH do
meio pudesse afetar a reticulacdo da gelatina mediada por glicose, mudancas das condi¢fes das
reacOes foram sugeridas. Dessa forma, a denominacgdo dada as reacdes baseadas na formulacéo
de referéncia, reportada na Tabela 3. 1, foi reacdo padrdo G. A partir dessa condicdo, foram

propostas outras modificagdes necessarias.
4.1.1 Reac¢oes Conduzidas com Controle de pH

A primeira série de reagdes foi definida como indica a Tabela 4. 1. As reacOes foram
conduzidas em pH 3,0 e 9,0, utilizando &cido cloridrico ou &cido fosforico 10% e hidroxido de
sodio ou hidrdxido de calcio 5%, respectivamente. Cada composto foi adicionado ao meio de
reacdo de forma independente e na auséncia dos demais. As etapas seguintes mantiveram-se

como descrito anteriormente.

Tabela 4. 1. Condicdes dos ensaios realizados.

Condic0es das reacgoes

R1 Acido Cloridrico (HCI)
R2 Acido Fosforico (HsPOs) PH 3,0
Controle de pH
R3 Hidroxido de sédio (NaCl) DH 9,0
R4 Hidroxido de calcio (Ca(OH)z2)
Reticulante (tdxico) R5 Formol 1%
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O controle do pH foi realizado na fase dispersa (que continha agua, glicose e gelatina)
apo6s a solubilizacdo da gelatina. O objetivo era estudar primeiramente a natureza das
transformacdes ocorridas durante a formacéo da particula no processo de reticulacdo gelatina.
Inicialmente, as reacdes foram conduzidas no tempo de 30 min recomendado por WAY (2013),
para avaliar somente a influéncia da mudanca do pH sobre os resultados obtidos.
Posteriormente, foi dada continuidade as reacGes por tempos de reacdo de até 3 horas.

O processo de reticulacdo de gelatina por meio de agentes toxicos, como anteriormente
reportado, vem sendo utilizado com certa frequéncia (BIGI et al., 2001; FARRIS et al., 2010;
LU et al., 2015). Assim, uma das reacOes foi conduzida na presencga de formaldeido, com o
intuito de obter um resultado de referéncia para o processo de reticulagdo de gelatina. Nesse
caso, o formaldeido foi adicionado a fase aquosa no teor inicial de 1% em relacdo a agua, como
sugerido por Farris e colaboradores (2010).

4.1.1.1 Reagdo com formaldeido

As caracterizacbes das particulas obtidas da reacdo conduzida na presenca de

formaldeido foram realizadas como referéncia e sdo apresentadas a seguir.

A andlise de distribuicdo de tamanhos das particulas foi realizada para avaliar a estabilidade o
tamanho ao longo do tempo. Como pode ser visto na
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Figura 4. 1, para tempos reduzidos as distribui¢des de tamanho das particulas foram
semelhantes, a medida que o tempo passa, as distribuicdes sdo deslocadas para tamanhos
maiores. Resultados apresentados por Way (2013) revelaram que nenhuma mudanca parece

ocorrer até 2 horas de reacdo, assim nao foram coletadas aliquotas entre 30 minutos e 3 horas
de reacéo.
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Figura 4. 1. Distribuicdo de tamanhos das particulas de gelatina obtidas da reacdo R5
conduzida na presenca de formaldeido.

Tabela 4. 2. Tamanho médio e indice de polidispersdo de particulas obtidas na reacao
conduzida na presenca e formaldeido.

Diametro médio

Tempo (um) PDI
0 min 94,9 2,8
15 min 65,8 3,4
30 min 38,3 50

3h 770,1 8,1

Com o intuito de caracterizar a estabilidade térmica das particulas obtidas da reacdo R5,
amostras coletadas em tempos regulares foram submetidas a ensaios por meio da anélise
termogravimétrica (TGA) e os resultados sdo apresentados na

Figura4.2. A
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Figura 4. 2 indica que algumas mudangas ocorreram no material ao longo do tempo de
reacdo. Os resultados parecem indicar um leve aumento na resisténcia térmica das particulas
tratadas com formaldeido em funcdo do tempo. Os percentuais de perda em cada estagio
confirmam esse leve aumento na resisténcia e podem ser vistos na Tabela 4. 3. Zhao e Sun
(2017) reportaram que ndo ocorreram grandes mudangas na resisténcia térmica em gelatinas
tratadas com genipina e polifendis. O tema reticulagdo com reticulantes quimicos é bem
documentado; no entanto, poucos trabalhos reportam avaliacbes em funcdo da resisténcia
térmica do material. Esse leve aumento é um possivel indicador de reticulacao; no entanto,

outras andlises sdo necessarias para garantir o quanto as cadeias de gelatina estdo reticuladas.
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Figura 4. 2 Termograma de TGA de particulas de gelatina obtidas da reacdo R5, conduzidas
na presenca de formaldeido.
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Tabela 4. 3 Perda de peso em estégios distintos de degradacdo de amostras de particulas de
gelatina obtidas de reacBes conduzidas com formaldeido

Perda de massa (%)

Tempo de reagéo Estagio 1 Estagio 2 Estagio 3
(min) (até 170°C) (200-600 °C)  (Residual)
Gelatina 11,9 65,9 22,2
0 12,6 66,5 20,6
15 13,3 66,9 19,3
30 13,9 66,1 19,7
180 6,4 56,4 18,1

As particulas obtidas foram analisadas por microscopia eletrénica de varredura para
caracterizacdo morfoldgica. A Figura 4. 3 mostra imagens obtidas das particulas produzidas
com formaldeido. Pode ser verificado que no inicio as particulas se apresentavam aglomeradas
e com superficie irregular. Na Figura 4. 3b é perceptivel a mudancga na morfologia das particulas
apos 3 horas de reacdo, com variagdes nos tamanhos das particulas que confirmam os resultados
de distribuicdo de tamanho. E valido deixar claro que as micrografias das particulas em até 30
min mostraram 0 mesmo comportamento, sendo assim, tempos mais curtos que 30 min nao
foram exibidos na figura. E perceptivel que o aumento do tempo, de fato, induz o aumento dos
tamanhos das particulas e com superficies mais regulares. Essas mudancas sdo evidéncias de
reticulacdes que ocorrem entre as cadeias de gelatina. O aumento da reticulacdo pode induzir o

aumento da viscosidade e, consequentemente, de coalescéncia e de tamanho.
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P .

Figura 4. 3. Micrograias das particulas de gelatina obtidas da reacdo R5 conduzida na
presenca de formaldeido: a) 30 min e b) 3 horas

Como j& reportado, a solubilidade em agua é um forte indicador de reticulagbes de
gelatina. Assim, para avaliar a ocorréncia de reticulacdo em particulas preparadas com
formaldeido, um teste qualitativo de solubilidade em &agua foi realizado. As particulas de
gelatina (5 horas) foram suspensas em agua e deixadas por 24h e entdo foi observado o
comportamento das particulas no meio aquoso. A Figura 4. 4 mostra os resultados obtidos da
hidratacdo das particulas. Nota-se que nao ocorreu a solubilizacdo das particulas de gelatina em
agua, elas aglomeraram-se, incharam, formando um gel transparente e insollvel. Portanto,
parece correto afirmar que ocorreu reticulagdo das particulas de gelatina tratadas com
formaldeido como reportado por diversos autores (CARVALLHO e GROSSO, 2004; WAY et
al., 2018).
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Figura 4. 4. Teste de solubilidade qualitativo das particulas de gelatina obtidas da reacdo R5
(5 horas) na presenca de formaldeido.

4.1.1.2 Reacdes em meio acido

Na reacdo em que acido fosférico foi utilizado para ajuste do pH do meio, ocorreu
aglomeracao das particulas logo apés a adigdo da acetona em todos os casos. O material obtido
tinha um aspecto de “cola”, tornando impossivel executar a etapa seguinte de filtracdo. Na

Figura 4. 5 pode ser observado o comportamento do material obtido.

Figura 4. 5. Material obtido da reacéo realizada em pH 3 com &cido fosforico (Reacdo R2 na
Tabela 4. 1).

A gelatina utilizada, como descrito anteriormente, é uma mistura de gelatinas do tipo A
e do tipo B, em conformidade com a Farmacopéia Européia. No entanto, a caracterizacdo do
produto foi realizada pelo grupo (ver Apéndice A) e o pH da solucédo da gelatina encontrado foi
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de 5,76, inferindo-se que tenha sido obtida por meio de condicionamento acido, caracteristica
de gelatinas do tipo A (WAY, 2013). Gelatinas do tipo A possuem ponto isoelétrico proximo
do pH 8,5 (HAUG e DRAGET, 2009), em torno do qual a solubilidade é dificultada, pois as
cargas sao nulas neste ponto, levando a aglomeracéo. Portanto, 0 comportamento observado na
reacdo parece ndo estar atrelado exatamente ao pH do meio. Por outro lado, o acido utilizado
pode exercer alguma influéncia na obtencdo dessas particulas, por conta da carga multivalente

do ion fosfato.

Quando o ajuste do pH foi feito por meio da adi¢do de acido cloridrico, foi possivel
conduzir a contento todas as etapas do processo e obter particulas de gelatina. 1sso mostra que
a natureza ibnica do meio é relevante para o processo de produgdo de particulas de ndo somente
0 pH. Mediante a coleta de aliquotas obtidas ao longo do tempo, algumas caracterizacdes foram
realizadas a fim de compreender possiveis mudancas ocorridas que pudessem estar relacionadas
com a formac&o de ligacdo cruzada. No entanto, parece 6bvio que o resultado anterior ndo
estava relacionado ao pH, mas a natureza do nion PO43. Por exemplo, a natureza polivalente
do anion fosfato pode ter causado a retencao excessiva de agua no meio, impedindo a formacéo
das particulas nas condicdes do ensaio. Deve-se ressaltar também que o acido fosférico é mais
fraco que o acido cloridrico, o que pode ter afetado a eficiéncia da etapa de desidratacdo da
mistura polimérica. A literatura ndo discute esses temas e ndo mostrou o efeito da natureza

ibnica do meio sobre o processo de formacdo de particulas de gelatina.
e Analise Morfologica

As analises de distribui¢do de tamanho de particula (DTP) foram conduzidas por meio
da técnica de difracdo a laser. As analises foram realizadas para avaliar a estabilidade dos
tamanhos e caracterizar a distribuicdo do tamanho das particulas ao longo do tempo. Como
pode ser visto na Figura 4. 6, a distribuicdo do tamanho das particulas é deslocada para
tamanhos maiores, & medida que o tempo passa. As mudancas de tamanho podem estar
relacionadas com o tempo de reagdo, tendo em vista que o aumento da viscosidade da fase
dispersa pode resultar em aumento das taxas de aglomerag¢do, como bem discutido na literatura
(ODIAN, 2004). De qualquer forma, os resultados indicam que parecem ocorrer mudancas das
propriedades de suspensdo com o tempo, 0 que pode estar relacionado a mudancas das

propriedades fisicas do meio disperso induzidas por mudancas do soluto. Em particular, a
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Figura 4. 6 mostra que as mudangas podem ser lentas, requerendo tempos de reacdo mais

longos.
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Figura 4. 6. Distribuicdo de tamanhos das particulas de gelatina obtidas em reacdo conduzida
em meio acido (pH 3,0) com HCI (Reacdo R1 na Tabela 4. 1).

Analises de microscopia Optica foram realizadas e permitiram fazer uma avaliacdo
visual da estrutura e morfologia das particulas. Além disso, foi possivel avaliar por meio de
imagens como ocorre a formacdo e aglomeracdo das particulas. Algumas imagens obtidas
podem ser vistas na Figura 4. 7.
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o V

50 um

50 pm
Figura 4. 7. Micrografias das particulas de gelatina obtidas a partir da reacdo conduzida em
meio &cido (pH 3,0) com HCI: a) 30 mine b) 3 horas.

Por meio da Figura 4. 7a é possivel observar que a formacdo das particulas € muito
irregular nos primeiros 30 min de reacdo. Apds 30 min de reacao as particulas estdo claramente
aglomeradas, como reportado por Way (2013). Esse comportamento foi observado em até 2
horas de reacdo. Além disso, os tamanhos das particulas sdo evidentemente menores, como ja
mostrado nos resultados da Figura 4. 6. Way (2013) encontrou resultados semelhantes em
reacOes conduzidas sem controle de pH para tempos de reacdo de até 30 min. Comparando estes
resultados com os apresentados por Way (2013), € possivel notar que o pH acido ndo causou
qualquer mudanca significativa das propriedades das particulas, pois para 0 mesmo intervalo
de tempo, resultados semelhantes foram encontrados. Por outro lado, particulas obtidas ap6s 3
h de reacdo, como pode ser visto na Figura 4. 7b, apresentaram tamanho de particulas mais
elevados e tamanhos mais variados, confirmando os dados da distribuicdo de tamanho da Figura
4. 6. Além disso, parece que as particulas obtidas possuiam estruturas esféricas mais densas e

bem definidas, indicando que o tempo parece exercer influéncia importante sobre essas reacoes.

Como pdde ser observado, alguma mudanca estrutural relevante ocorreu ao longo do
tempo de reacdo, que pode ser resultado da reticulacdo. No entanto, esses dados ndo séo
suficientes para permitir essa afirmacéo. Assim, algumas analises qualitativas de solubilidade
em agua foram realizadas. Os resultados obtidos revelaram que as particulas obtidas
solubilizaram-se totalmente em temperaturas baixas (30 °C), indicando que talvez o processo
de reticulacdo das particulas de gelatina ndo tenha sido eficiente, como reportado por Way
(2013).
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A reducéo do pH pode aumentar a quantidade de grupos amino protonados; assim, a
possibilidade de ocorréncia de reacGes de reticulagdo pode ser significativamente reduzida, ja
que ha aumento dos grupos carregados positivamente, que ndo estdo disponiveis para as reacoes
de reticulacdo. Contudo, a obtencéo de particulas esfericas densas e bem definidas parece ser
positiva, pois é caracteristica de reacdes realizadas em suspensao. Esse tipo de morfologia ndo
foi observado no trabalho de Way (2013) nas condicdes testadas e indica que o tempo exerce
influéncia relevante sobre o sistema, indicando a existéncia de algum tipo de transformacéo
relevante e lenta no sistema reacional. O efeito do tempo sobre o processo de reticulacdo de

gelatina e formagao de microparticulas ndo foi ainda estudado na literatura.
4.1.1.3 Reagbes em meios alcalino

Para as reacdes realizadas em meio alcalino (pH 9,0), foram obtidos distintos resultados
para cada uma das bases utilizadas, assim como observado nas rea¢fes conduzidas em meio
acido. As bases utilizadas foram hidroxido de sodio (monobase) e hidroxido de célcio (dibase).
Algumas caracterizacdes das particulas obtidas foram realizadas para detectar se ocorreram

mudancas que representassem o processo de reticulacdo da gelatina.
e Analises Morfologicas

Os resultados das analises de distribuicdo de tamanhos das particulas de gelatina estdo
apresentados nas Figura 4. 8 e Figura 4. 9. Na reacdo em que a alteracdo do pH do meio foi
realizado com hidroxido de s6dio (NaOH), obsevou-se que as mudancas nos perfis de
distribuicdo de tamanho ndo foram t&o significativas ao longo da reagdo, com pode ser visto na
Figura 4. 8. No entanto, os perfis de distribuicdo de tamanho das particulas no tempo incial e
final da reacdo foram muito diferentes, indicando uma vez mais a ocorréncia de lentas

transformacdes no meio reacional.

No momento inicial da reacéo, a distribuicdo de tamanhos apresentou forma larga e um
carater bimodal. Esse comportamento pode ser explicado pelo fendmeno de quebra e
coalescéncia, que geralmente ocorre a altas taxas no inicio da reacdo até que se atinja a
estabilidade, gerando particulas de tamanhos muito distintos e concetracdo de finos. Por outro
lado, € interessante observar que, apos a estabilizacdo e ao longo da reacdo, os perfis de

distribuicdo de tamanho das particulas se mantiveram quase constantes, havendo um pequeno
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deslocamento para tamanho maiores no final da reacdo (3 horas). A estabilidade no tamanho
das particulas ao longo do tempo pode estar atrelado a um equilibrio entre as taxas de quebra e
coalescéncia, que confere uma certa estabilidade a suspensdo. Por meio do célculo do tamanho
médio, isto pode ser confirmado, como pode ser visto na Tabela 4. 4. Os maiores tamanhos

obtidos ap6s 3 h de reagdo parecem indicar a ocorréncia de mudangas lentas no meio reacional,
como observado na reacdo conduzida em meio &cido.
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Figura 4. 8. Distribuicdo de tamanhos das particulas de gelatina obtidas nas reacdo realizada
em meio alcalino (pH 9,0) com NaOH (Reacdo R3 na Tabela 4. 1).

Tabela 4. 4. Tamanho médio e indice de polidispersdo das particulas de gelatina obtidas na
reacdo conduzida em meio alcalino com NaOH.

Tempo Diametro médio PDI
(pm)

0 min 293 5,0

15 min 315 5,7

30 min 358 6,4

3 hrs 433 6,7

Na reacdo conduzida em o meio alcalino na presenca de hidroxido de célcio (Ca(OH)2),

as distribuicdes de tamanhos das particulas ndo ficaram sobrepostas (Figura 4. 9). Além disso,
os perfis das curvas nas primeiras duas horas foram mais largos, sendo observado no final da

reacdo mais uma vez um deslocamento para tamanhos maiores de particulas e uma distribuicéo
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mais estreita de tamanhos. A Tabela 4. 5 ilustra os dados referentes aos tamanhos médios
calculados a partir das curvas da Figura 4. 9. Esses dados confirmam o aumento do tamanho
médio das particulas ao longo do tempo. Parece claro uma vez mais que o tempo exerce um
efeito significativo sobre o sistema reacional e que a natureza do ion usado para o controle do

pH afeta 0 andamento do processo.
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Figura 4. 9. Distribuicdo de tamanhos das particulas de gelatina obtidas da reacdo em meio
alcalino utilizando Ca(OH)2 como solugdo de ajuste (Reagéo R4 na Tabela 4. 1).

Tabela 4. 5. Tamanho médio e indice de polidispersdo das particulas de gelatina obtidas da
reacdo em meio alcalino com Ca(OH)a.

Tempo Diametro médio PDI
(1m)

0 min 64 4,57
30 min 51 4,18
2 horas 92 4,09
3 horas 130 3,09

Os dados desta secdo mostram que a evolucdo dos tamanhos das particulas é marcada
basicamente por um lento deslocamento das distribuicdes ao longo do tempo. A partir desses
resultados, néo é possivel concluir sobre a influéncia do pH do meio para obtencéo de particulas

reticuladas de gelatina; contudo, é possivel observar que o tempo e a natureza i6nica do meio
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afetam a evolugdo do sistema de forma significativa. Desse modo, outras analises se fazem

necessarias para certificar a veracidade da ocorréncia da reticulacéo da gelatina.

Além de dados de distribuicdo de tamanhos, analises de microscopia optica foram
realizadas com intuito de avaliar melhor a morfologia das particulas, como apresentado para
reacfes conduzidas em meio acido. As analises de microscopia das particulas obtidas nas
reacOes conduzidas em meio alcalino com NaOH e Ca(OH). podem ser vistas nas Figura 4. 10

e Figura 4. 11, respectivamente.

Figura 4. 10. Micrografias de particulas de gelatina obtidas na reacdo em meio alcalino
(NaOH): a) 30 mim e b) 3 horas.

Na Figura 4. 10 pode ser observado que a morfologia das particulas de gelatinas nao foi
bem definida. Por meio das imagens obtidas, é facilmente notado que rea¢des conduzidas em o
pH alcalino com NaOH (9,0) exerceu influéncia negativa no processo de formacéo da particula
esférica, desestabilizando a suspensdo, mesmo quando tempos mais longos foram empregados.
Esses resultados também podem estar atrelados ao fato de que uma proporgdo maior da mistura
de gelatinas utilizada € do tipo A (ou seja, acida, a qual tem ponto isoelétrico entre 6,0 e 9,0,
proximo a faixa de trabalho dessa condicdo). Dessa forma, o processo reacional pode ter sido
comprometido, pois no Pl as cargas das proteinas sdo nulas e tendem a precipitar, ndo sendo a

faixa mais adequada para conduzir a reagéo.
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Figura 4. 11. Micrografias de particulas de gelatina obtidas na reagdo em meio alcalino
(Ca(OH)2): a) 0 min, b) 30 min, c¢) 2 horas e d) 3 horas.

Por outro lado, observando as imagens mostradas na Figura 4. 11, foi possivel visualizar
a formacdo de particulas de gelatina resultantes da reacdo com Ca(OH)2 desde os primeiros
minutos da reacdo. Vale ressaltar a coeréncia desses resultados com os obtidos nas analises de
distribuicdo de tamanho, que mostram a presenca de distribuicdes mais heterogéneas nos
tempos iniciais, resultantes da aglomeracdo das particulas. Apesar do tamanho reduzido e do
estado aglomerado, particulas com estruturas esféricas ja podem ser observadas desde o inicio
da reacdo, evento ndo observado nas outras reagdes. Além disso, € muito importante enfatizar
que h& uma variacdo na formacao estrutural dessas particulas ao longo do tempo, confirmada

pelo aumento de tamanho.

Parece claro que houve um efeito relevante na reagdo e, consequentemente, nas
particulas obtidas quando o Ca(OH)2 foi empregado. Uma explicacéo plausivel estd baseada na
dissociacdo completa do hidroxido de célcio, devido a sua forte basicidade, liberando ions de

Ca2*" e OH". Estes ions de calcio dispersos podem exercer um papel de reticulante idnico, como
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ja reportado por outros autores (HABRAKEN et al., 2008). Isso pode justificar a formagéao das
particulas desde o inicio, proporcionando talvez uma maior estabilidade na gota, resultando em

um acelerado aumento de tamanho, a medida que o tempo passa.
e Consideracdes parciais

Diante dos resultados apresentados nos experimentos conduzidos com controle de pH,
foi detectado que em até 30 minutos de reacdo a varia¢do do pH do meio também ndo exerceu
qualquer influéncia significativa sobre a reticulacdo da gelatina; ou seja, parecem ndo ocorrer
mudangas no meio reacional em intervalos curto de tempo nestes sistemas, independentemente
do pH empregado. A formacéo das particulas foi observada somente em dois dos ensaios
realizados no primeiro bloco de reacdes e ap0s 2 horas de reacdo. Alguns relatos da literatura
revelam que, para obtencdo de grau de reticulacdo desejado, reacfes devem ser conduzidas por
periodos longos e da ordem de 12 a 24 horas (CHAUNDY et al., 1996). Além disso, o uso do
hidroxido de célcio parece indicar alguma modificacdo na estrutura do sistema desde 0s
primeiros instantes da reacdo, podendo estar associada a presenca de ions multivalentes que
tende acelerar o processo de reticulacdo fisica desse material (SCHRIEBER e GAREIS, 2007).
Em todos os casos, no entanto, o efeito primario mais relevante parece estar associado ao tempo
e a ocorréncia de mudancas lentas no meio reacional, que talvez por isso ndo tenham sido

capturadas por Way (2013).

E valido ressaltar que ha uma grande dificuldade em determinar o grau de reticulacio
de polimeros naturais como a gelatina. As técnicas mais simples e usuais citadas na literatura
para determinacdo de reticulacdo fazem o uso solventes organicos fortes, pois polimeros
reticulados ndo sdo sollveis em agua. Sendo assim, torna-se inviavel o uso de solventes
organicos devido sua sensibilidade das proteinas. Por esse motivo que hd um grande nimero de
trabalhos que reportam reticulagédo de gelatinas, contudo ndo ha comprovacéo inequivoca que
essas reagdes ocorram em determinadas condig¢des. Diante disso, 0 maior intuito deste trabalho
é evidenciar detalhadamente, por meio de técnicas menos agressivas, que a reticulacdo da

gelatina ocorre.
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4.2 — Segundo Bloco de Reagdes — Efeito do Tempo

Motivados pelos resultados apresentados na secdo anterior, algumas reacfes foram
conduzidas por periodos maiores. Admite-se assim que reacdes de reticulacdo de gelatina
apresentem uma cinética muito lenta e que o grau de reticulacdo aumente lentamente com o

tempo de reacdo. As condigdes das reagdes estudadas podem ser vistas na Tabela 4. 6.

Tabela 4. 6. Condicao das reacdes realizadas por tempos maiores.

Segundo Bloco de Reacoes

Condicdes Tempo ((113 reacao gqui Azg;;?rgl:;io
Reagdo Padrao R6 5 - 700
Reagao Padrao + Hidroxido de calcio  R7 5 9,0 700
Reagdo sem glicose R8 5 700
*Reac¢ao Padrao R9 10 - 1000

4.2.1 Reacdes Conduzidas por Tempos Maiores

Diante dos resultados reportados anteriormente, que evidenciaram a importancia do
tempo pode constituir um fator muito importante para as lentas mudancas (viscosidade,
tamanhos de particulas, morfologia) ocorridas nas particulas de gelatina, optou-se por conduzir
as reacOes por até 5 horas. Assim, pretendeu-se averiguar a influéncia relevante do tempo de
reacao sobre a reticulacdo da gelatina e se esta variavel poderia afetar significativamente a

frequéncia de reticulacdo, como sugerido por alguns autores (CHAUNDY et al., 1996).

Dessa forma, duas reac6es foram conduzidas em condicGes similares as anteriores (R6
e R7 na Tabela 4. 6); no entanto, por tempos maiores. Os resultados das caracterizagOes
referentes aos dados obtidos s&o mostrados a seguir. Estas reages foram caracterizadas por
meio de analises de distribuicdo de tamanho (DTP), analises térmicas (TGA), microscopia
optica (MO), microscopia eletrénica de varredura (MEV), ressonancia magnética no dominio
de tempo (RMN-DT), infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), viscosidade e
analises de tensdo superficial (TS), de forma a caracterizar e entender melhor o processo de

reticulagéo de gelatina.
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e Distribuicdo de Tamanhos de Particulas (DTP)

As analises de distribuicdo de tamanho de particulas feitas com adicdo de célcio foram
realizadas por meio da técnica de difracdo a laser e os resultados estdo apresentados na Figura
4. 12. Como pode ser visto, houve variagdo continuada dos perfis de distribuicdo de tamanho
de particulas com 0 aumento do tempo. Observa-se claramente que a distribuicdo de tamanhos
das particulas é deslocada para tamanhos maiores com o tempo, obtendo-se ao final uma
distribuicdo mais larga e, consequentemente, mais heterogénea. A Tabela 4. 7 ilustra os dados
de tamanho médio das particulas, confirmando as mudancas nos perfis de distribui¢cdo em cada
tempo, representadas pelo aumento do tamanho médio ao final da reacdo. Comparando esses
resultados com o anterior, observa-se que os perfis de distribuicdo dos tempos iniciais foram

similares, o que reforca a interpretacdo sobre o efeito do tempo na evolugdo dos tamanhos.
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Figura 4. 12. Distribuicdo de tamanhos das particulas de gelatina obtidas na reacdo padrdo em
meio alcalino utilizando Ca(OH). por 5 horas.

Tabela 4. 7. Tamanho médio e indice de polidispersdo das particulas de gelatina obtidas na
reacdo conduzida por 5 horas em meio alcalino com Ca(OH)..

Tempo Diametro médio PDI
(pm)

1 hora 69 1,39

2 horas 54 0,66

3 horas 130 0,39

4 horas 132 3,46
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5 horas 165 0,84

A decisdo de conduzir uma reagdo com a formulagdo base por um tempo maior teve
como pilar o trabalho anterior do grupo, juntamente com os ensaios preliminares obtidos nesse
trabalho. Dessa forma, um ensaio foi realizado para confirmar se a variavel tempo exerce de
fato influéncia sobre a formac&o das particulas nas condicOes de referéncia. Os resultados da

avaliacdo das distribui¢Oes de tamanhos sdo mostrados na Figura 4. 13.
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Figura 4. 13. Distribuicdo de tamanhos das particulas de gelatina obtidas na reagédo padrao
conduzida por 5 horas.

Tabela 4. 8. Tamanho médio e indice de polidispersdo das particulas de gelatina obtidas na
reacdo padrdo conduzida por 5 horas.

Tempo Diametro médio PDI
(Lm)

0 min 45 0,63

15 min 25 0,75

30 min 39 0,54

3h 279 2.69

5h 225 2.44
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A Figura 4. 13 mostra a ocorréncia uma mudangca brusca das distribui¢es de tamanhos
ao longo da reagdo. A avaliacdo das distribui¢des de tamanho de particula mostrou que as
particulas aumentam de tamanho de forma significativa com o decorrer do tempo. O
deslocamento lento das distribuicdes para tamanhos de particula maiores indica que alguma
mudanga importante ocorre no meio de reacdo que afeta 0 mecanismo de formacdo das
particulas na mistura reacional. Além disso, é claramente mostrado que os perfis para as Ultimas
duas horas de reacao sdo quase que sobrepostos, mostrando que talvez ndo acorram mudancas
expressiva apos cerca de 3 horas de reacdo. As mudancas podem estar relacionadas a ocorréncia
de ligages cruzadas, que promovem aumento lento da massa molar, resultando no aumento da
viscosidade da fase dispersa, facilitando consequentemente a coalescéncia entre as particulas.

No entanto, essas suposicdes devem ser confirmadas por meio de anélises adicionais.

Diante desses resultados, fica claro que a variavel tempo exerce forte influéncia sobre
os dados de distribuicdo de tamanhos das particulas, sendo talvez o fator preponderante para a
obtencdo de particulas de gelatina reticuladas com glicose, independentemente das condicGes

de reacdo analisada.
e Microscopia Optica

Como nos ensaios anteriores, também foram realizadas analises de microscopia optica
com a finalidade de visualizar melhor a formacéao das particulas ao longo do tempo de reacéo.
As Figura 4. 14 e Figura 4. 15 mostram a evolucdo da morfologia das particulas de gelatina
obtidas.

Na Figura 4. 14 sdo ilustradas as particulas de gelatina obtidas da reacdo conduzida em
meio alcalino com Ca(OH).. As imagens mostram que as particulas apresentam geometria
claramente esférica e superficie regular, o que € normalmente esperado para reacdes em
suspensdo (MACHADO et al., 2007). Além disso, um aumento do tamanho médio ao longo do
tempo e formac&o de particulas densas e bem definidas foram verificados, reforcando os dados
obtidos com as distribuigdes de tamanho. Esses resultados j& foram reportados na secéo anterior
em reagdes conduzidas por até 3 horas. Assim, percebe-se que a formagéo de particulas e o

comportamento foram reprodutiveis.
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A partir das anélises de microscopia é possivel constatar que ocorre uma mudanca clara
na morfologia das particulas, embora de forma lenta. E importante destacar que os resultados
indicaram um efeito consistente na morfologia com a mudanca nas condi¢fes de operacao,
sendo necessarias analises mais aprofundadas para compreender as modificagdes que ocorrem
ao longo do tempo. Dados mais detalhados referentes & morfologia serdo apresentados adiante

com base em analises de microscopia eletronica de varredura.

L
Figura 4. 14. Micrografias de particulas de gelatina obtidas na reagdo conduzida em meio

alcalino (Ca(OH).) por 5 horas: a) 1 hora, b) 2 horas, c¢) 3 horas, d) 4 horase) 5 horas.

As imagens exibidas na Figura 4. 15 sdo referentes a reacdo conduzida na condicao da
reacdo padrdo. Por meio dessas imagens é possivel observar que nos primeiros 30 minutos o

comportamento obtido foi similar ao obtido por Way (2013), confirmando a inobservancia de

87



Capitulo IV — Resultados e discussdes

efeitos significativos quando testes de reticulacdo com gelatina foram conduzidos por tempos
curtos. As imagens ilustram que as particulas de gelatina obtidas nestas condi¢des também
apresentam geometria esférica. No entanto, ap6s um determinado tempo, a morfologia das
particulas sofre modificacdo, ja que os tamanhos das particulas sdo bem maiores ao final da
reacdo. Vale ressaltar que essa reacdo, em particular, indica que as diferengas observadas nas
amostras estdo principalmente vinculadas ao aumento do tempo de reagdo. Com esses
resultados, pode-se inferir como o tempo exerce uma influéncia singular sobre o processo

estudado.

50 ym 50 pm

Figura 4. 15. Micrografias de particulas de gelatina obtidas na reacdo padrdo conduzida por 5
horas, sendo a) 0 min, b) 30 min, c) 3 horas, d) 5 horas.

Observando os dados de microscopia mais cuidadosamente, é possivel notar que nos
ensaios em que o hidroxido de célcio foi empregado, a aglomeracédo das particulas nao foi tdo
persistente nos tempos iniciais da reagdo, como nos ensaios em que a base ndo foi empregada.

Esse parece ser um efeito benéfico adicional resultante da adi¢cdo do Ca(OH)2 ao meio.

e Microscopia eletrénica de varredura (MEV)
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As particulas obtidas ao longo do tempo foram analisadas por
microscopia eletrdnica de varredura para caracterizacdo morfoldgica. Assim, uma avalia¢do
visual mais detalhada das particulas pode ser apresentada. A Figura 4. 16 mostra imagens
obtidas pela técnica de MEV para as particulas produzidas na reagdo conduzida com hidroxido
de célcio. A Figura 4. 16a exibe as particulas de gelatina obtidas no inicio da reagdo, apos 5
minutos. Verifica-se que as particulas apresentavam-se aglomeradas e a com a superficie
rugosa, informacao ndo capturada nas micrografias dpticas. Pode ser notado que nos instantes
iniciais existem particulas que sdo mal formadas. Na Figura 4. 16b ¢é possivel notar a mudanca
da morfologia das particulas ap6s 3 horas de reacéo, com as particulas apresentando superficies
mais regulares, embora ainda um pouco aglomeradas. Esse comportamento é semelhante ao
descrito para a reacéo padréo. E observada de forma mais clara a heterogeneidade dos tamanhos
das particulas, corroborando mais uma vez os dados das distribui¢des de tamanhos obtidos por
espalhamento de luz. No que diz respeito a Figura 4. 16c¢, é perceptivel que o aumento do tempo
de reacdo leva ao aumento continuado do tamanho das particulas, que apresentam geometria
cada vez mais esférica e regular, com mudancas na superficie e na forma. Essas mudancas
podem ser evidéncia indireta da ocorréncia de ligacdes cruzadas, que podem estar ocorrendo
entre das cadeias de gelatina. De qualquer forma, parece que as particulas pequenas e
aglomeradas fundem-se continua e lentamente para formar as particulas esféricas e regulares

ao final do processo.

Para efeito de comparacdo entre as particulas obtidas nas reacdes, foram também
realizadas analises de MEV das particulas obtidas da reacdo padrdo (R6) (Figura 4. 17). Os
resultados evidenciaram que ao longo da reacdo ha evolucdo continuada nos tamanhos e
morfologia das particulas presentes no sistema. Durante os instantes iniciais (até 30 minutos),
o material obtido parece ndo sofrer qualquer mudanca significativa, como ja reportado. Neste
intervalo parece haver predominancia das taxas de quebramento, que podem afetar os tamanhos
das particulas e produzir particulas pequenas. A medida que a reacdo avanca, os tamanhos das
particulas aumentam, resultado principalmente do aumento da taxa de aglomeracéo, devido ao
aumento da viscosidade das gotas. Neste momento, pode ser conjecturado que esta ocorrendo
a reticulacdo da gelatina, resultando na presenga de “particulas grudentas” até que ao fim de 3

horas atinge-se a estabilidade de tamanhos observada nas imagens.
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A comparacdo detalhada das Figura 4. 16 e Figura 4. 17 mostra que a evolugéo
morfologica das particulas nos dois casos é muito parecida. De acordo com essas figuras, a
morfologia irregular formada por aglomeracgéo de particulas finas se transforma aos poucos em
uma estrutura morfolégica bem definida, formada por particulas esféricas, densas, com
superficies lisas e com didmetros maiores apds algumas horas de tratamento térmico. Portanto,
ndo parece haver ddvidas de que o tempo controla as lentas transformagfes que ocorrem no

meio.
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COPPE

COPFPE

ZBky X258 A6 sam X 3 COPFE

Figura 4. 16. Micrografias de MEV das particulas de gelatinas obtidas na rea¢do conduzida
em meio basico com Ca(OH)z2: a) 5 min, b) 3 horas, c) 5 horas.
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COPPE

zakl X158 1881m COPFE

Figura 4. 17. Micrografias de MEV das particulas de gelatina obtidas na rea¢do padréo: a) 30
min, b) 3 horas e c) 5 horas.
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Com o intuito de ilustrar a significancia dos resultados discutidos, outro teste foi
realizado em tempo ainda maior (Reacédo R8 na Tabela 4. 6). Neste teste, a velocidade de
agitacdo foi modificada com o objetivo de verificar se a maior velocidade poderia impedir o
crescimento das particulas. Os resultados mostram que as trajetorias de DTP obtidas seguiram
tendéncia dindmica qualitativa semelhante, com tamanhos médios de particula deslocados em
direcdo a diametros menores quando considerados tempos de reacdo semelhantes, como
esperado quando a velocidade de agitacdo aumenta. Esses resultados sdo mostrados na Figura
4. 18 e Figura 4. 19. Observam-se nas Figura 4. 18 e Figura 4. 19 as mesmas transformacoes
morfolégicas ja discutidas, o que confirma a consisténcia das observagdes apresentadas. Os
menores tamanhos iniciais das particulas confirmam o controle do mecanismo de quebra e
coalescéncia sobre a evolucdo de DTP. Por outro lado, as mudancas observadas ap6s 8 horas
de reacdo mostram que as lentas transformacdes do meio se estendem por periodos de tempo

que extrapolam o periodo de 5 horas analisadas anteriormente.

Reacdo Padrdo G
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Figura 4. 18. DistribuicGes de tamanhos das particulas de gelatina obtidas na reacéo padréo
conduzida por 10 horas com velocidade de agitagdo de 1000 rpm.
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i

Figura 4. 19. Micrografias das particulas de gelatina obtidas na reagdo padrdo conduzida por
10 horas da reacao padrédo com velocidade de agitacdo de 1000 rpm: a) 5h, b) 6h, ¢) 7 h, d)
8h, e) 9h, f) 10h.
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e Analise Termogravimétrica (TGA)

A fim de caracterizar de forma mais detalhada a estabilidade de particulas de gelatina
obtidas ao longo do tempo e verificar a possivel ocorréncia da reticulacdo, amostras coletadas
a tempos regulares foram submetidas a ensaios termicos por meio da analise termogravimétrica

(TGA). Essas analises foram realizadas nas duas condigdes reportadas nesta secao.

A Figura 4. 20 mostra os termogramas (TGA) de amostras tomadas ao longo do tempo da
reacdo conduzida com controle de pH e sua respectiva derivada de decomposicéo térmica
(DTG). De forma similar, ensaios termogravimétricos da reacdo padrédo em funcao do tempo
também foram realizados para amostras tomadas ao longo do tempo. O termograma mostrado
na Figura 4. 21 indica as mudangas ocorridas no material e permite a comparacdo entre eles.
Os resultados obtidos mostraram que houve pequena e constante variacdo das taxas de perda
de massa em amostras coletadas ao longo do tempo de reacdo. Nota-se em particular na
Figura 4. 20 que quanto maior € o tempo de reagdo menos acentuadas séo as taxas maximas
de perda de massa e menos acentuadas sdo as perdas de massa ao final do processo (indicando
leve aumento da resisténcia a perda de massa, como esperado em materiais reticulados).
Tendéncias similares, embora menos expressivas, sdo observadas na Figura 4. 21. Esses
resultados parecem reforgar a ideia de que transformacdes lentas ocorrem com o passar do
tempo durante o tratamento térmico e que podem estar associadas a lenta reticulacdo das
cadeias de gelatina. Uma vez mais, tendéncias similares foram observadas nas condigdes
avaliadas, que parecem ser controladas pelo tempo de reacdo. Parece correto ressaltar que as
variagdes ocorridas nas taxas de perda de massa em amostras coletadas da reacdo conduzidas
na presenca de formaldeido (R5 na Tabela 4. 1) também nédo foram tdo expressivas (

Figura 4. 2), revelando talvez que apenas pequenas variacdes possam ser detectadas em
analises de TGA de gelatina.
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Figura 4. 20. Termogramas de TGA de particulas de gelatina reticuladas obtidas na reacéo
com controle de pH (Ca(OH)2): a) decomposicéo térmica (TGA); b) derivada da curva de
TGA (DTG).
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Figura 4. 21. Termogramas de TGA de particulas de gelatina obtidas na reacdo padrdo: a)
decomposicdo térmica; b) derivada da curva de TGA (DTG).

e Ressonancia Magnética Nuclear no Dominio de Tempo (RMN-DT)

Amostras de gelatina comercial e duas aliquotas referentes ao tempo inicial e final de
reacdo foram submetidas a analises de ressonancia magnética nuclear no dominio de tempo,
com o0 objetivo de avaliar a possivel mudanca de estrutura molecular ocorrida ao longo do

tempo de reacdo. Segundo os resultados das analises, amostras tomadas nos primeiros minutos
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de reagdo apresentaram dominios morfoldgicos caracterizados por diametros menoresa e com
tendéncia a formar aglomerados (clusters), enquanto amostras referentes ao final da reagéo (3
horas) apresentavam dominios morfologicos caracterizados por diametros maiores e com maior
dispersdo. A Figura 4. 22 exibe um modelo de disposicéo das particulas proposto para melhor
compreensdo dos resultados, enquanto a Tabela 4. 9 mostra os dados quantitativos das analises.
A medida que o tempo passa, a fraco rigida das amostras aumenta, possivelmente em funcéo

da reticulacao.

J‘

Figura 4. 22. Modelo esquematico de distribui¢do de dominios morfoldgicos de matriz de
gelatina: a esquerda, amostras obtidas no inicio da reacdo; a direita, amostras obtidas no final
da reacéo.

E importante enfatizar inicialmente que as transformaces observadas apds 0 processo
de dissolucdo da gelatina foram muito mais expressivas que as observadas durante a reagéo.
Esse fato corrobora os dados obtidos por Way (2013), que concluem que o processo de
dissolucdo por si s6 induzia modifica¢Oes de estruturas das cadeias de gelatina, que eram mais

importantes que as observadas ao longo de 30 min de tratamento térmico.

Com relacdo a fracdo rigida, observa-se um ligeiro aumento percentual do tempo inicial
para o tempo final, que pode ser devido ao maior diametro dos dominios rigidos, induzido pela
reticulagéo. O valor de T> decai de 22 para 18 microssegundos, 0 que indica que as esferas
maiores e mais densas apresentam maior rigidez em relagdo aos dominios da amostra no tempo

inicial.
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Tabela 4. 9. Resultados referentes as analises de RMN-DT de amostras de particulas de
gelatina obtidas no inicio e no final da reacdo padréo (R6).

MSE-FID
AUGORIIRA Rigida Intermediaria Movel
(%/s) (%/ps) (%/ps)
Gelatina 66 /20 71120 271220
Tempo Inicial (to) 50/ 22 34/ 460 16 /523
Tempo Final (ts) 55/18 28/ 352 17 / 465

Na fracdo intermediaria, a reducdo percentual de 34% para 28% sugere que, apos 3
horas, os dominios rigidos aumentaram de tamanho por conta da reducdo da fracdo de cadeias
livres ou ndo empacotadas. O tempo de relaxacao foi reduzido de 460 para 352 ps, uma vez que
a amostra obtida ao final da reacdo apresentava menos espaco livre para movimentacoes das
cadeias residuais e das moléculas de dgua, diminuindo a mobilidade. Esses efeitos sugerem o

enrijecimento das fracdes mais moveis, possivelmente por conta da reticulacao.

J& a fracdo representada pela fase mais movel ndo apresentou mudanca percentual
significativa, uma vez que é majoritariamente composta pelas moléculas da agua adsorvida.
Contudo, assim como na fracdo intermediaria, observou-se uma diminuicdo dos tempos de
relaxacdo pelos mesmos motivos colocados anteriormente. Portanto, as analises de RMN-DT
sugerem a lenta ocorréncia de reacdo de reticulacdo e enrijecimento da matriz de gelatina.

Estudos similares ndo foram encontrados na literatura.
e Andlise de Viscosidade

Na Figura 4. 23 séo exibidos os perfis dindmicos de viscosidade das reaces conduzidas
com e sem adicdo de Ca(OH)2. As anédlises de viscosidade mostram que a viscosidade da
solugéo de gelatina aumenta lentamente ao longo do tempo da reagdo, o que pode indicar o
aumento gradativo da massa molar, sugerindo a ocorréncia da reticulagao lenta da gelatina. Esse
resultado pode também explicar o aumento dos tamanhos médios de particula ao longo do
tempo, por conta da reducdo da frequéncia de quebra e aumento das taxas de coalescéncia

(ODIAN, 2004). A Figura 4. 23 ilustra de forma muito relevante o aumento de viscosidade e
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indica a existéncia de um tempo de “lag” (com viscosidade aproximadamente constante) de

cerca de 1 hora, o que justifica os resultados apresentados por Way (2013). Além disso, 0s

perfis de viscosidades apresentados no grafico foram semelhantes para ambas as reacoes,

mostrando o mesmo comportamento para condi¢Ges da reacdo padréo e a reacdo com hidroxido

de célcio. O ponto de mé&ximo para reacdo padrdo parece estar ligada a instabilidade do sistema

de medicéo. Contudo, a presenca dos ions de Ca*? aparentemente causaram uma redugio na

velocidade de transformacdo do meio, possivelmente por causa da modificacdo da densidade

de cargas nas moléculas de proteina. (O ponto de maximo na curva de viscosidade da reacédo

padrdo esta relacionado a problemas de medicéo e ndo deve ser interpretado em bases fisicas).

Por isso, a trajetoria decrescente da curva sera removida das proximas figuras.
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Figura 4. 23. Perfis de viscosidade de solucdes de gelatina em diferentes condi¢cdes de reacao.

e Analise de Tensao Superficial

As andlises de tensdo superficial foram realizadas na fase dispersa da reacdo (fase

aquosa), onde ocorrem as mudancas causadas pela reticulacdo do polimero. A Figura 4. 24

mostra os perfis de tenséo superficial obtidos com solug6es de gelatina obtidas no tempo inicial
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e no tempo final (referente ao tempo final da reacdo). Por meio do gréafico é possivel observar
que ndo ha diferenca significativa entre os valores de tensdo superficial para a rea¢do padrédo e
gelatina pura. No entanto, um leve aumento pode ser observado no perfil de tenséo superficial

de solucdo de gelatina tratada termicamente por 5 horas.

Com base nesses resultados, pode-se afirmar que a evolugdo das distribuicdes de
tamanho de particula é controlada pelo aumento da viscosidade com o tempo (sensivel aumento
da massa molar) e ndo pelo aumento de tenséo interfacial (sensivel a mudancas de composicao).
Esses dados reforcam a hipotese de ocorréncia de lenta reacdo de reticulacdo durante tratamento

térmico de particulas de gelatina
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Figura 4. 24. Perfis de tensao superficial da reacdo padrdo comparado com a gelatina.

e Analises de FTIR

Com intuito de avaliar as mudancas de composi¢do quimica e confirmar as evidéncias
que sugerem a ocorréncia da reticulagdo das cadeias de gelatina, analises de FTIR foram
realizadas. Espectros de FTIR das amostras de particulas de gelatina podem ser observados na
Figura 4. 25. Pode ser verificado que a intensidade da banda posicionada em 3279 cm™

(estiramento NH), aumenta consideravelmente apos determinado tempo de reagdo quando a
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glicose foi usada. A regido entre 3100-3300 cm™ é geralmente caracterizada pela existéncia de
ligagBes de amida A e amida B, que sdo caracteristicos de cadeias peptidicas, como a gelatina.
Além disso, essa regido também pode caracterizar a presenca de agua na amostra; ou seja,
grupos OH, resultantes de associacdo com as cadeias poliméricas. Da mesma forma, existe um
aumento relativo das bandas que caracterizam as ligagfes amida I, 11 e 111. A banda da Amida
| compreende a regido espectral de 1600-1700 cm™, que corresponde ao estiramento de C=0
de ligacOes peptidicas. A banda da Amida Il surge principalmente da flexdo no plano NH e da
vibracédo de estiramento do CN (FASASI et al., 2015). As principais caracteristicas das bandas

IR das proteinas e peptideos estdo listadas na Tabela 4. 10.

Tabela 4. 10. Descricdo das principais bandas de FTIR encontradas em proteinas.

Frequéncia aproximada

Designagao (cm ™) Descrigdo

Amide A 3300 NH estiramento

Amide B 3100 NH estiramento

Amide | 1600—1690 C=0 estiramento

Amide 1l 1480—-1575 CN estiramento, NH dobramento
Amide 11l 1229-1301 CN estiramento, NH dobramento
Amide IV 625-767 OCN dobramento

Por meio da Figura 4. 25a, foi possivel observar que ao longo do tempo de reacdo
ocorreram diferencas nas intensidades relativas dos espectros gerados, o que poderia resultar
de diferencas do sinal de fundo de cada espectro. No entanto, 0 aumento da intensidade pode
estar também relacionado a mudancas da estrutura aleatdria das cadeias, resultante da perda da
estrutura secundaria e terciaria da proteina (AL-SAIDI et al., 2012). Essa mudanca de estrutura
iniciada pelo processo de aquecimento leva a uma variagdo na conformacdo que,
provavelmente, expde grupos funcionais reativos da proteina, facilitando que ligacdes
acontecam. Esta mudanca na intensidade nos espectros também pode ser devida a uma
modificagdo conformacional da estrutura secundaria da proteina promovida principalmente
pela presenca de 4gua na cadeia (KONG e YU, 2007; YAKIMETS et al., 2005).
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Alguns autores tém discutido que a gelatina tem um padrdo de absor¢do de multiplos
picos. Assim, a reticulacdo pode ocorrer e ndo ser possivel observar o efeito no espectro, devido
a ampla sobreposicdo das largas bandas de componentes subjacentes, que estdo proximas umas
das outras e sdo instrumentalmente ndo identificaveis (CORTESI et al., 1998; KONG e YU,
2007).

Embora ndo seja inequivocamente identificavel, outros resultados evidenciam a
ocorréncia da reticulacdo da gelatina. Construindo um grafico de correlacéo entre os espectros
de FTIR (Figura 4. 25b), como forma de observar quao diferente sdo as amostras ao longo do
tempo, observam-se diferencas significativas entre os espectros no inicio e no final da reacéo.
Esses dados mostram de forma inequivoca que a gelatina tratada termicamente é distinta da
gelatina original, em particular na regido de 1078 cm™, caracteristica da formagcéo de ligagoes
CN a custa de ligagdes de CO durante a formacdo do composto reticulado (CUI et al., 2014).
Esse resultado sugere uma vez mais a ocorréncia de reacoes de reticulacdo induzidas pela adi¢ao
de glicose. Os dados de FTIR obtidos na auséncia do reticulante (glicose) serdo exibidos na

secdo seguinte e uma avaliacdo mais cuidadosa sera realizada.

Reagdo 0 hr

‘

Reagiio 5 hrs

Reagdo 5 horas

Reagiio 0 hr

T

T \ T = T T S T = T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Nimero de onda (cm'l)

Figura 4. 25. Espectros de FTIR de amostras de particula de gelatina obtidas da reacéo padréo
tratadas com agente de reticulagdo; a) espectros originais e b) espectros de correlagdo 0 e 5h.
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Além disso, observou-se uma clara mudanca de cor, do branco para o amarelo, das
particulas tratadas com glicose apds algum tempo de reacdo (Figura 4. 26), o que pode ser
atribuido a ocorréncia da ligagédo aldimina (CH = N), gerada quando um grupo aldeido (-CHO)

reage com um grupo amino durante o processo de reticulacdo (TIAN et al., 2016).

Afirma-se que a cor pode ser fortemente influenciada por varios fatores, tais como o
valor de pH, o grau de reticulagdo, o teor de plastificante, 0 processo térmico e o processo de
fabricacdo (GARAVAND et al., 2017). A intensificacdo no padrdo de amarelecimento também
foi observada na presenca de glutamina (HERNANDEZ-MUNOZ et al., 2004), isolada de
proteina de soja (PARK et al., 2000) e proteina de mamona (MAKISHI et al., 2013), e gelatinas
reticuladas por diferentes aldeidos.

Figura 4. 26. Mudanca de cor resultante da reacdo do tratamento térmico; (A) 1 horae (B) 5
horas

e Avaliacdo qualitativa da solubilidade

Apds todos os testes realizados e resultados apresentados mostrarem de forma cada vez
mais clara que mudangas ocorrem ao longo do tempo em gelatinas tratadas com glicose, as
particulas de gelatina foram avaliadas quanto a solubilidade em agua. As particulas foram
suspensas em agua e os resultados sdo mostrados na Figura 4. 27. As imagens da Figura 4. 27
mostram que as particulas de gelatina ndo solubilizaram em &gua; no entanto, quando sao

mantidas em &gua por um periodo de 24h, a solucéo ficou turva, embora as particulas tenham
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ainda permanecido suspensas. Esse resultado sugere, de fato, uma vez mais a ocorréncia de
reacOes de reticulacdo induzidas pela adi¢do de glicose. A turbidez se deve ao inchamento de

pequenas particulas de gelatina, que se comporta como um hidrogel quando reticulado.

Figura 4. 27. Avaliacdo qualitativa da solubilidade em &gua

4.2.2 Rea¢do Conduzida na Auséncia de Glicose

A proposicdo do uso da glicose como agente de reticulagéo foi baseada em trabalhos
prévios, que sugerem a acdo desse composto como agente de ligacdo cruzada de gelatina
(CORTESI et al., 1998; CHAUNDY et al. 1996; DIGENIS et al., 1994). No entanto, ha falta
de informacéo inequivoca de que de fato ocorram ligagdes cruzadas das cadeias de gelatina
quando a glicose é empregada. Os estudos sdo baseados principalmente na redugdo de
solubilidade em agua. Além disso, trabalho anterior do grupo indicou que possivelmente ndo
ocorreu reticulacdo da gelatina quando a glicose foi empregada como agente de reticulacéo para
as condicOes testadas, embora algumas mudancas tenham ocorrido na estrutura da gelatina
(WAY, 2013).

CHAUNDY e colaboradores (1996) reportaram 0 uso da glicose para a reticulagdo da
gelatina, sendo que, na auséncia da mesma, o processo de reticulacdo foi comprometido. Diante
dos resultados ja reportados no presente trabalho, em que o tempo parece exercer importante
influéncia no processo de reticulacdo, uma nova reagdo conduzida na auséncia de glicose foi
proposta (Reacdo R9 na Tabela 4. 6). Essa decisdo foi tomada para confirmar se a glicose
realmente promovia ligacdes cruzadas na gelatina e se, de fato, sua auséncia comprometeria

alguma etapa da reagdo. As caracterizagOes realizadas nesta etapa sdo apresentadas a seguir.
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e Distribuicdo de Tamanhos de Particulas

A analise das distribuicGes de tamanhos das particulas obtidas na auséncia de glicose
foi realizada ap0s a secagem e os resultados sdo apresentados na Figura 4. 28. Com base nos
dados apresentados, foi possivel observar que nenhuma diferenca qualitativa foi detectada na
auséncia da glicose nos perfis de distribuicdo de tamanhos. Notou-se que no inicio da reacdo a
distribuicéo era relativamente larga e que, ao longo da reacéo, ocorreu um deslocamento para
tamanhos maiores, como nos demais casos. E importante observar que em reacdes conduzidas
com glicose foram encontrados resultados muito semelhantes; no entanto, ndo € possivel inferir
as mudancas nas propriedades e morfologia das particulas causadas pela auséncia da ligacédo
cruzada com base apenas nas DTP’s. Dessa forma, foi necessario realizar outras analises para

melhor compreender os resultados.
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Figura 4. 28. Distribui¢Ges dos tamanhos de particulas de gelatina obtidas na reacdo na
auséncia de glicose.
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Tabela 4. 11. Tamanho médio e indice de polidispersdo das particulas de gelatina obtidas na

reacdo conduzida na auséncia de glicose

Tempo Diametro médio PDI
(um)

0 min 67 0,7

10 min 68 0,9

30 min 72 1,0

3h 72 0,9

5h 89 2,4

e Microscopia Optica:

As particulas obtidas foram analisadas por microscopia Optica, permitindo melhor

observacdo da morfologia das particulas. A Figura 4. 29 mostra a morfologia das particulas ao

longo do tempo de reacdo, podendo perceber algumas diferencas de tamanho e de morfologia.

Confirma-se a principio um comportamento semelhante aos das demais reacoes; ou seja, até 3

horas de reacdo, as particulas pareciam aglomeradas e disformes. No entanto, no final da reacéo,

ocorreu uma mudanga marcante no aumento de tamanho e na forma das particulas. Portanto, as

mudancas morfoldgicas observadas independem da adicdo de glicose, havendo outras

transformacdes subjacentes que ocorrem no meio durante o tratamento térmico.
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Figura 4. 29. Micrografias das particulas de gelatina obtidas na reacdo conduzidas na auséncia
de glicose: a) 0 min, b) 30 min, ¢) 3 horas e d) 5 horas.

e Microscopia Eletronica de Varredura

Na Figura 4. 30 é possivel visualizar as micrografias de MEV das particulas obtidas na
auséncia de glicose. Observando as imagens e comparando-as com micrografias na Se¢édo 4.2.1,
ressalta-se que as particulas obtidas para 0 mesmo tempo de reacdo, de até 3 horas,
apresentaram morfologias distintas, indicando que a presenca da glicose pode afetar o
desempenho da reacdo. A Figura 4. 30a exibe particulas com ma formacdo e superficie
altamente irregular. Por outro lado, particulas obtidas no final da reacdo apresentaram bom
aspecto morfoldgico, com a presenca de particulas de geometria esférica e superficie regular.
No entanto, esse material, ainda apresentava um aspecto bem diferente do anteriormente obtido
para 0 mesmo intervalo de tempo, como mostrado na Figura 4. 30b. As particulas
apresentavam-se aparentemente mais frageis, com formacéo de algumas esferas ocas. Diante
desse aspecto, esses resultados parecem indicar que a glicose afeta de alguma forma o
andamento das reacBes nas condicOes testadas, como sugerido por alguns autores ja citados

neste documento. A partir das analises de microscopia ndo é possivel obter informacdes
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conclusivas sobre mudancas nas propriedades, mas é possivel afirmar que as particulas obtidas
no mesmo tempo de reagédo apresentam morfologias distintas. Portanto, parece correto afirmar
que a adicdo de glicose afeta a completa rede de transformacao que ocorreu durante o tratamento

térmico, aparentemente acelerando o processo de transformacéo.

X688 ZB8rm

Figura 4. 30. Micrografias de MEV de particulas de gelatina obtidas na reacdo conduzida na
auséncia de glicose: a) 3 horas e b) 5 horas.

e Analise Termogravimétrica (TGA)

Como algumas mudangas foram observadas mesmo na reacdo conduzida na auséncia de
glicose, testes termogravimétricos foram realizados com objetivo de avaliar os efeitos dessa
mudanca na resisténcia térmica do material obtido e observar o efeito da glicose sobre o
andamento da reac&o e as propriedades finais das particulas. As variagGes da resisténcia térmica
do material podem estar atreladas a presenca de ligagGes cruzadas. A Figura 4. 31 ilustra 0s
resultados obtidos para particulas coletadas ao longo do tempo. Os resultados mostram, no
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entanto, que ao longo do tempo ocorre essencialmente sobreposi¢do das curvas; ou seja,
nenhuma mudanca significativa na resisténcia térmica foi observada. Outra observacdo
importante é que o perfil da gelatina pura foi similar aos das amostras retiradas ao longo do
tempo, o que parece indicar que o material ndo foi modificado, o que pode ser explicado pela
auséncia da glicose. Dessa forma, observa-se que as mudangas morfoldgicas observadas ndo

foram acompanhadas por mudangas de resisténcia térmica.

100 4

L=}
L]
1

—0o— Gelatina
69 —o—0min
—a— 30 min
81 —e—3hus

1 —=— Gelatina
—o— 10 min

1 —4+— 30 min
20 4 —e—3 hrs
—=— 5 hrs

Massa Residual (%)
e [,
= =

—=— 5 hrs

0 100 200 300 400 500 600 700 100 200 300 4000 500 600
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Figura 4. 31. Termogramas de TGA de particulas de gelatina obtidas em reacéo realizada na
auséncia de glicose a) decomposicdo térmica (TG); b) derivada da decomposicao térmica
(DTG)

e Anadlise de viscosidade

O ensaio de viscosidade da mistura fisica, na auséncia da glicose, foi feito com a
finalidade de comparar o perfil obtido com o perfil da reacdo padrdo. Dessa forma, pode ser
possivel confirmar se a glicose promove a reticulacdo das cadeias de gelatina, como sugerido
por alguns autores ja citados. A Figura 4. 32 mostra o perfil de viscosidades da rea¢do conduzida
sem adicdo de glicose, comparando-o com o perfil obtido para a reacdo padrdo. Analisando esse
gréfico, € notdria a acdo da glicose no perfil de viscosidades em reacdes térmicas da gelatina.
A auséncia da glicose manteve os valores de viscosidade no tempo quase que constantes, sendo
possivel inferir que ndo houve aumento da massa molar, 0 que pode estar atribuido a nao

ocorréncia de ligacGes cruzadas entre as cadeias da gelatina. Com estes resultados, fica claro

109



Capitulo IV — Resultados e discussdes

que a glicose, provavelmente exerce acdo reticulante com a gelatina, como sugerido por alguns
autores; no entanto, em tempos prolongados de rea¢do. Como pode ser visto no gréafico, em
tempos curtos (30 min) de reacdo ndo ocorre qualquer mudanca significante na viscosidade,
confirmando os resultados exibidos por Way (2013). A ocorréncia desse tempo de inducgédo
nunca foi descrita na literatura. O leitor atento vai perceber um leve decréscimo de viscosidade
nos instantes iniciais de reacdo, como previsto por Way (2013), por conta de redugdo da massa

molar no processo de solubilizacao.
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Figura 4. 32. Perfis de viscosidade de solucdes de gelatina preparadas com e sem glicose.

e Andlises de FTIR

A Figura 4. 33 mostra os espectros de particulas de gelatina obtidas da reacdo na
auséncia da glicose. Com base na Figura 4. 33 é possivel afirmar que ndo existem diferengas
importantes nos espectros de amostras obtidas em diferentes tempos da rea¢do (0 hr e 5 h).
Percebe-se que ndo houve mudanca inclusive nas intensidades, o que permite conjecturar que
ndo houve a reticulacdo do material. A Figura 4. 33b mostra que os espectros de FTIR sdo muito

semelhantes. Comparando esse resultado com os obtidos na Secédo 4.2.1, é possivel confirmar
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que ha grande diferenca entre os espectros das particulas obtidas da reacdo padrdo e da reacdo
conduzida na auséncia de glicose. Dessa forma, isso mostra quéo diferentes sdo os produtos de
reacao obtidos nas duas condicdes, sendo mais um indicador da ocorréncia de ligacdes cruzadas

na presenca da glicose.
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Figura 4. 33. Espectros de FTIR de amostras de particulas de gelatina obtidas da reacéo na
auséncia de glicose; a) espectro original das particulas no tempo inicial e final e b) correlacéo
dos espectros de FTIR de amostras tratadas po 0 hr e 5hrs.

e Consideracdes parciais

Diante dos resultados apresentados e discutidos nesta se¢do, é possivel afirmar que as
adicdes de calcio e de glicose exercem papeis relevantes nas reacfes de tratamento térmico de
gelatina. No entanto, o tempo parece ser a variavel que mais afeta a preparacao das particulas
de gelatina, segundo a técnica proposta. Um fator importante revelado € que mesmo na auséncia
da glicose ocorrem modificagdes na estrutura da particula ao longo do tempo. Parece também
ter ficado claro a agdo da glicose como agente de reticulagédo nas reagdes conduzidas por tempos
prolongados com a gelatina. Dessa forma, pode-se afirmar que € possivel produzir particulas
de gelatina reticulada nas condic¢des avaliadas, para uso em diversas areas que requeiram a
ingestdo desses materiais, superando o impasse da toxicidade relacionada com uso de outros

agentes reticulantes, como o formaldeido e o glutaraldeido.
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4.2.3 Avalia¢do da concentracio de ions no meio de reagio

Diante dos resultados obtidos até aqui, um conjunto de testes foi realizado com aguas
de diferentes origens (deionizada, destilada, torneira) com a finalidade de avaliar a influéncia
da presenca de ions na dgua sobre o processo de obtencdo de particulas de gelatina. Os testes
foram motivados por observacgdes feitas durante os ensaios e 0s conhecimentos prévios obtidos
neste trabalho, relacionado a presenca de ions no meio de reacdo. Como j4 esperado, a presenca
de ions (medida de forma qualitativa por ensaios de condutividade) induziu uma melhor
formacdo das particulas e os resultados sdo apresentados no Apéndice B. Esse resultado pode
ser considerado muito importante, pois, dependendo do uso pretendido para essas particulas,
pode ndo ser necessario impor restricdes industriais ou laboratoriais para a producéo de dgua
excessivamente pura em larga escala, ja que a presenca de ions, como Ca**, pode ser benéfica

a0 Processo.

4.3 - Terceiro Bloco de Reacdes - Efeito da adi¢do de extratos aromaticos

Nas sec¢des anteriores, foi confirmada a possibilidade de produzir particulas reticuladas
de gelatina com a glicose. Assim, foram feitos testes para 0 emprego dessas particulas como
material encapsulante de extratos aromaticos naturais, de forma a averiguar o uso potencial para
encapsulamento deste tipo de composto. Inicialmente foi necessario avaliar a influéncia do
emprego desses compostos sobre a morfologia das particulas obtidas e o desempenho do
método de preparo. Deve ser ressaltado que extratos naturais sdo formados por misturas de alta
complexidade, formadas por compostos que apresentam grande nimero de grupos funcionais
nas moléculas, apresentando consequentemente potencial de interagdo com 0 meio de reacao.
A Tabela 4. 12 mostra as condi¢Oes operacionais em que as reagdes foram conduzidas e 0s

extratos que foram utilizados.
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Tabela 4. 12. CondicGes operacionais usadas para o preparo das particulas de gelatina dopadas
com extratos aromaticos.

Terceiro Bloco de Reac¢odes

T B
Reagdo padrao — Extrato de Erva cidreira R10 3 -
Reagdo padrdo - Extrato de Laranja (Ca(OH),) R11 5 9,0
Reacao padrao— Extrato de Erva Cidreira (Ca(OH)Z) R12 5 9,0
Reacao padrao— Extrato de Canela (Ca(OH)Z) R13 5 9,0
Reagdo padrao— Extrato de Horteld (Ca(OH),) R14 5 9,0

Nestes testes, 0s extratos aromaticos foram extraidos por meio de infusdo do material e
evaporacdo parcial de solvente. O objetivo desta etapa foi verificar preliminarmente a
intensidade da influéncia do extrato sobre o processo de formacdo da microparticula e definir
qual o melhor extrato e condi¢do para realizar o encapsulamento do extrato nas matrizes de
gelatina. Nessa etapa, os extratos ndo foram caracterizados; no entanto, algumas informacoes

disponiveis na literatura foram consideradas, como descrito a seguir.

4.3.1 Rea¢do com Extratos Aromaticos

Extratos de erva cidreira, laranja, canela e horteld foram usados como a fase aquosa da
reacao, enquanto as demais etapas de preparo foram mantidas essencialmente as mesmas. Esses
ensaios foram conduzidos sem ajuste de pH e em pH 9,0, para efeito de comparacéo.
Posteriormente, as particulas foram caracterizadas por meio de analises de distribuicdo de

tamanhos e de microscopia.

Extrato de erva cidreira foi selecionado como material a ser encapsulado devido
principalmente a suas propriedades aromaticas. Em particular, esse extrato é bastante utilizado
na area de alimentos e cosméticos (EDMUNDO, 2012). O principal constituinte presente no
extrato de erva cidreira € o citral, responsavel por 65% a 85% do total de constituintes

encontrados (SILVA et al., 2006). A Figura 4. 34 mostra a estrutura molecular do citral.
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Geralmente, as ervas aromaticas sdo utilizadas frescas, pois perdem algumas das suas

propriedades apds secagem, como sabor e aroma (GERDEN, 2013).

CHj3

\\O

H,C CH;
Figura 4. 34. Estrutura molecular do citral

4.3.1.1 Reagbes Conduzidas com Extrato Natural de Erva Cidreira

As reacdes conduzidas com extratos naturais de erva cidreira foram realizadas por 3
horas, devido a inobservancia de mudancas significativas entre as particulas preparadas por 3 e
5 horas de reacdo, como mostrado na Secdo 4.2.1. E importante salientar que o intuito inicial
foi avaliar de forma qualitativa de que maneira 0 material a ser encapsulado podia exercer

influéncia sobre o produto final obtido.
e Distribuicdo de Tamanhos de particula (DTP)

Anélises de distribuicdo de tamanho de particula podem ser visualizadas na Figura 4.
35. Analisando a Figura 4. 35 é possivel notar que no final da reacéo a distribuicdo de tamanhos
é mais estreita e formado por particulas de tamanhos mais regulares. No entanto, como nos
demais casos, ha tendéncia de produzir particulas maiores, & medida que o tempo passa. O
comportamento observado foi semelhante aos obtidos quando o extrato de aroma néo foi
empregado, parecendo que o extrato ndo exerce influéncia significativa sobre a evolugdo da
distribuicdo de tamanhos. Na reacdo conduzida em pH 9,0, ajustado com hidroxido de calcio,
os dados de distribuicdo de tamanhos ao longo do tempo mantiveram-se semelhantes até 2 horas
(Figura 4. 12). Apos esse tempo, o perfil foi deslocado para tamanhos de particulas maiores,
embora com a presenca de particulas de menor tamanho, ganhando a forma de uma curva
bimodal. Os diametros médios das particulas ao longo do tempo sdo apresentados na Tabela 4.

13, confirmando o aumento acentuado dos didametros no final da reacéo.
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Figura 4. 35. DistribuicGes dos tamanhos das particulas de gelatina de rea¢es conduzidas
com extrato natural de erva cidreira. A) sem controle de pH; b) com controle de pH
(Ca(OH)2).

Tabela 4. 13. Diametros meédios e indice de polidispersédo das particulas de gelatina ao longo
do tempo em reacdo conduzidas com extrato de erva cidreira e controle de pH.

Com controle de pH Sem controle de pH
Tempode | Didmetro médio Tempo de Didmetro médio

< PDI < PDI

reacao (um) reacao (um)
5min 42 0,95 5 min 66 0,38
10 min 37 0,75 10 min 71 0,37
30 min 39 1,10 30 min 53 1,48
3 horas 113 1,61 3 horas 73 2,59

e Morfologia das Particulas

Anélises de microscopia 6ptica de amostras das particulas de gelatina preparadas em
reacOes conduzidas com extrato de erva cidreira podem ser vistas na Figura 4. 36. Os dados
corroboram os resultados apresentados nas analises de distribuicdo de tamanhos de particula,
sendo possivel observar particulas muito pequenas, mas aglomeradas, no inicio da rea¢édo. Em
intervalos intermediarios, apesar de haver ainda aglomerados, a presenca de particulas dispersas
do mesmo tamanho é maior. No final da reacdo podem ser visualizadas particulas maiores e de

tamanho similares, confirmando as distribui¢cdes de tamanhos mais uniformes.

Na Figura 4. 37, referente a reacdo conduzida em pH 9,0, nota-se que ao longo das duas
primeiras horas, as particulas mantiveram o tamanho, confirmando os dados das distribui¢des

de tamanho. No entanto, no final da reacdo as particulas dobraram de tamanho, o que fica claro
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nas imagens. Acredita-se que esse efeito é resultado do aumento das taxas de coalescéncia,
como ja reportado em se¢Oes anteriores. A diferenca das particulas obtidas entre os dois ensaios
no término da reacdo foi muito grande, o que pode ser atribuido a presenca de ions de calcio,

que parece afetar a reticulacdo por conta de efeitos fisicos, como ja explicado.

50 pm

Figura 4. 36. Micrograias de particulas de gelatina preparadas com extrato natural de erva
cidreira na reacdo conduzida sem controle de pH: a) 30 min; c) 3 horas.

50 pym

-
Figura 4. 37. Micrografias de particulas de gelatina obtidas da reacdo conduzida com extrato
natural de erva cidreira em pH 9,0 (Ca(OH)2): a) 30 min e b) 3 horas.

As andlises de microscopia eletrénica de varredura foram realizadas para visualizar
melhor a morfologia e a superficie das particulas. A Figura 4. 38 apresenta algumas
micrografias das particulas preparadas com extrato de erva cidreira. Pode-se perceber que as
particulas possuem estrutura porosa, sugerindo que este composto exerce influéncia
significativa sobre o mecanismo de formacdo desses materiais. A formacdo de poros

usualmente indica ocorréncia de uma segunda fase termodindmica, parecendo revelar um
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aspecto importante da interacdo do extrato com o meio reacional. A estrutura porosa indica
mudanca relevante do aspecto morfologico das particulas. Ndo encontramos na literatura
qualquer referéncia a producao de microparticulas de gelatina porosa, induzidas por extratos

aromaticos.

COPFE A oY 2y COPPE

COFFE

Figura 4. 38. Micrografias de MEV de particulas de gelati rodzidas com extrato natural
de erva cidreira no final da reagéo (3 horas) em pH 9.

4.3.1.2 Reagdes Conduzidas com Extrato Natural de Laranja

Para reacdo conduzida com extrato de 6leo de laranja, foram utilizados extratos obtidos
da extracdo de cascas de laranja. Segundo varios autores a substancia de maior concentragao no
extrato da casca da laranja € o limoneno (HAYPEK et al., 2000), que compreende 95% do Gleo
da casca de laranja e é responsavel pelo aroma caracteristico da laranja. A estrutura desse
composto pode ser vista na Figura 4. 39.
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CHs

H3C CHo
Figura 4. 39. Estrutura molecular do limoneno.

e Distribuicdo de Tamanho de Particula (DTP):

Os resultados das distribuicdes dos tamanhos das particulas de gelatina preparadas em

com extrato de laranja sdo mostrados na Figura 4. 40a. Os resultados mostram perfis estaveis

dos tamanhos das particulas até 3 horas de reacdo, como observado na secdo anterior. No

entanto, um aumento no tamanho das particulas nao foi alcancado neste caso até 3h de reacéo.

Por outro lado, continuando a reacdo até 5h, observou-se um deslocamento da curva para

didmetros maiores de particula, além da obtencéo de uma distribuicéo estreita (Figura 4. 40b).

Dessa forma, constata-se que o extrato de laranja retarda o crescimento das particulas de

gelatina, intensificando o efeito das baixas velocidades das mudancas que ocorrem no meio das

reacoes.
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Figura 4. 40. Distribui¢Ges dos tamanhos de particula de gelatina em rea¢des conduzidas com

extrato de laranja ao longo do tempo; a) até 3hrs, b) 5hrs.
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e Morfologia das Particulas

As micrografias opticas das particulas obtidas com extratos da casca da laranja séo
ilustradas na Figura 4. 41. As imagens confirmam os dados de distribui¢do de tamanho, os quais
mantiveram didmetros menores e semelhantes até 3 horas de reacdo, alcan¢ando no final da

reacao diametros maiores e particulas mais homogéneas.

Figura 4. 41. Micrografias das particulas de gelatina obtidas da reacdo conduzida com extrato
de casca de laranja: a) 30 min, b) 2 horas, c¢) 3 horas e d) 5 horas.

Para melhor visualizar a estrutura morfoldgica das particulas, analises de microscopia
eletronica de varredura (MEV) de amostras de gelatina obtidas no final da reacdo foram
realizadas. As imagens obtidas s&o mostradas na Figura 4. 42. A medida que a reacio avanca,
na presenca de extrato de laranja, formam-se particulas com geometria esférica e de superficie
regular. As particulas obtidas assemelham-se as obtidas em reacfes conduzidas sem extratos

aromaticos naturais, como descrito na Se¢do 4.2.1. Comparando aos dados obtidos com erva
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cidreira, é possivel notar de maneira clara que o extrato natural afeta o processo de reticulagéo,
a formacdo da particula de gelatina e as caracteristicas morfol6gicas do produto final. Portanto,
pode-se inferir que o processo de encapsulamento é afetado pelo extrato utilizado, que ndo atua

como um sistema inerte.

@.r

ZekU X1, S0d E188m

COFPPE Z28kUy X288 ..r i COPPE

Figura 4. 42. Micrografias de MEV de particulas de gelatina obtidas em reagdes conduzidas
com extrato de casca de laranja: a) 3 horas e b) 5 horas.

4.3.1.3 Reacdo Conduzida com Extrato Natural de Canela

A canela é uma especiaria muito utilizada por conta dos diversos beneficios que pode
trazer a saude, como propriedades anti-inflamatorias, ativacdo do metabolismo, atividade
antioxidante, que combate os radicais livres, e de regulacdo dos niveis de colesterol ruim no
organismo, entre outros. Além disso, exala um odor muito agradavel (BOLIN QIN et al., 2010;
SANTIAGO-ADAME et al., 2015). A canela é utilizada para muitos fins, principalmente para
0 preparo de diversos tipos de comidas. A escolha dessa especiaria estd vinculada a esses
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beneficios do 6leo de canela, a ampla disponibilidade, aléem do agradavel aroma (SANTIAGO-
ADAME et al., 2015). O maior responsavel pelo cheiro caracteristico é o cinamaldeido, cuja

estrutura pode ser vista na Figura 4. 43.

X OH

Figura 4. 43. Estrutura molecular do cinamaldeido.

A reacdo foi conduzida com extrato de canela obtidos por extracdo de canela comercial.
Como nos ensaios anteriores realizados com extratos aromaticos, as particulas de gelatina foram
submetidas a ensaios para caracterizar o efeito do extrato sobre o processo de formacdo da

particula.
e Distribuicdo de Tamanhos de Particula (DTP)

Os ensaios de distribuicdo de tamanhos de particulas obtidas na reacdo com extrato de
canela podem ser vistos na Figura 4. 44. De maneira geral, as curvas se mantiveram dentro de
uma faixa bem definida de tamanhos. No entanto, o comportamento observado foi bem
diferente dos anteriormente reportados nesse trabalho. Por exemplo, ndo houve um avanco
continuo do tamanho das particulas ao longo do tempo. Os dados relativos aos diametros
médios das particulas mostram a variacdo de tamanho, como ilustrado na Tabela 4. 14. Os
resultados indicam que o tamanho méaximo foi atingido apo6s 1 hora de reacdo, com posterior
reducdo dos tamanhos e do alargamento da distribuicdo. Esse resultado indica que o processo é
controlado inicialmente pela coalescéncia e posteriormente pela quebra, indicando mudancas
das propriedades do meio. Portanto, a presenca de extrato de canela no meio reacional afeta

significativamente o processo de producdo das microparticulas de gelatina.
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Tabela 4. 14. Tamanhos médios e indice de polidispersao das particulas de gelatina obtidas da
reacdo conduzida com extrato de canela.
Diametro médio

Tempo de reacéo PDI
. ¢ (um)
0 min 75 1,10
30 min 106 1,57
1 hora 175 0,90
3 horas 137 2,78
5 horas 73 1,29
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Figura 4. 44. DistribuicGes de tamanhos de particula de gelatina obtidas em reacdo conduzida
com extrato natural de canela.

e Morfologia das Particulas

Analise de microscopia Optica foi realizada com a finalidade de avaliar a morfologia das
particulas de gelatina preparadas na presenca do extrato natural de canela. Como pode ser visto
na Figura 4. 45, o extrato de canela parece exercer uma influéncia significativa no processo de
formagéo dessas particulas, pois ocorre aglomeracao pronunciada das pequenas particulas ja no
inicio da reac&o. A medida que a reacio avanca, 0 meio pode se tornar mais rigido, resultando

em fragmentacdo sem que tenha ocorrido de fato a coalescéncia.
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50 pm

50 ym

Figura 4. 45. Micrografias de particulas de gelatina obtidas em reacdo conduzida com extrato
natural de canela: a) 30 min b) 1 hora c¢) 3 horas d) 5 horas.

Para visualizar mais precisamente o que ocorre com a estrutura das particulas, analises
de microscopia eletrénica de varredura (MEV) também foram realizadas. A Figura 4. 46 exibe
as particulas obtidas no final dessa reacdo. O resultado mostra que as particulas ndo apresentam
estrutura bem definida, como nos casos anteriores, formando grandes aglomerados de particulas
menores. Os compostos presentes no extrato de canela parecem inibir a formacao das particulas,
evitando a coalescéncia plena. Esse resultado parece indicar a atividade superficial de
compostos presentes no extrato de canela e a existéncia de interagdo entre 0s componentes do

extrato e 0 meio de reagéo.
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Figura 4. 46. Micrografias de MEV de particulas de gelatina obtidas no final em reacéo
conduzida em presenca de extrato de canela: a) 3 horas e b) 5 horas.

4.3.1.4 Reacdes Conduzidas com Extrato Natural de Hortela

Os ensaios de reacdo foram realizados na presenca de extrato de horteld e as
caracterizacdes foram feitas de forma semelhantes a ja reportada. A reacdo de preparo das
particulas de gelatina foi feita como mostrado na Secdo 3, com substituicdo da agua da fase
dispersa pelo extrato de hortela extraido de folhas frescas. Os resultados das caracterizaces

séo apresentados a seguir.

A hortel& é uma planta muito cultivada em todo o mundo devido as esséncias aromaticas
presentes em extratos de toda a planta, principalmente nas folhas. O principal constituinte € o
mentol, que é responsavel pelo odor e sabor refrescante (USJT, 2001). O mentol compde em
torno de 70% dos constituintes totais do extrato. A horteld é muito utilizada em diversas

industrias, principalmente alimenticia e de cosméticos. Além disso, a horteld é de facil
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obtencdo, fécil extragdo, baixo custo, sendo algumas das motivac¢Bes que justificam o uso do
horteld nesse trabalho. A Figura 4. 47 mostra a estrutura molecular do mentol.

OH  CHg
CH3

HsC

Figura 4. 47. Estrutura do mentol.

e Distribuicdo de Tamanhos de Particula (DTP):

As distribuicbes de tamanhos de particula obtidas ao longo do tempo na reagdo com
extrato de horteld podem ser vistas na Figura 4. 48. Como observado antes, ocorreu aumento
gradual dos tamanhos das particulas ao longo do tempo, em especial apds 3 horas de reacao. Os
tamanhos médios de particulas resultantes dessa reacdo ao longo do tempo estédo dispostos na
Tabela 4. 15, onde pode ser observado que houve um suave aumento do tamanho médio das
particulas obtidas no final da reacdo. E importante salientar que os tamanhos se mantiveram
sempre pequenos e menores gue nos ensaios anteriores, indicando a maior atividade superficial

do composto de interesse no sistema.
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Figura 4. 48. Distribui¢Bes dos tamanhos de particulas de gelatina obtidas em reacao
conduzida com extratos natural de hortela.

Tabela 4. 15. Tamanhos médios de particula de gelatina obtidas em reacdo conduzida com
extrato de horteld.
Diametro médio

Tempo de reacdo (um) PDI
0 min 45 0,83
30 min 41 0,54
1 hora 28 1,29
3 horas 44 0,78
5 horas 69 1,20

e Morfologia das Particulas

As andlises de microscopia Optica foram realizadas de forma semelhante as anteriores.
A Figura 4. 49 mostra as imagens de particulas obtidas ao longo da reacdo na presenca do
extrato de hortela. Os resultados corroboram as distribuicbes de tamanho de particula de
maneira mais clara, havendo um consideravel deslocamento para tamanhos de particulas
maiores ao final da reacéo (5 horas), embora sempre pequenos. No entanto, as imagens obtidas
por microscopia eletrénica de varredura, mostradas na Figura 4. 50, ilustram que houve a

formacéo de aglomerados de particulas pequenas ao final da reacéo.
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Figura 4. 49. Micrografia de gelatina obtidas na reacdo conduzida com extrato natural de
horteld em pH 9: a) 0 min; b) 30 min; ¢) 3 horas e d) 5 horas.

Figu'ra 4. 50. Micrografias de MEV de particulas de gelatina obtidas da reacdo conduzida com
extrato de horteld ao longo do tempo: a) 3 horas e b) 5 horas.
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e Considerac0es parciais

Ap0s andlise dos dados anteriormente apresentados, referentes ao terceiro bloco de
reacOes, foi possivel perceber que os extratos aroméaticos podem exercer uma influéncia
significativa sobre o processo de formacdo das particulas, além de levar a formacdo de
particulas com diferentes estruturas. Dois dos extratos utilizados (erva cidreira e extrato de
laranja) parecem levar a formacao de particulas esféricas e bem formadas. No caso de erva
cidreira, forma-se particula muito porosa, com morfologia muito distinta das demais. Em outros
casos, como quando se usa extrato de hortel& e extrato de canela, formam-se aglomerados de
pequenas particulas. Portanto, caracterizacdes mais especificas serdo necessarias de maneira a
avaliar a intensidade da atuacao destes compostos nas particulas reticuladas e da interacdo com
a matriz, comparando-as com particulas puras, principalmente no que diz respeito a
solubilidade. De qualquer forma, observa-se que os extratos de 6leos essenciais hdo podem ser
considerados inertes no processo de preparo de microparticulas de gelatina, de forma que as

condicdes de processamento devem ser ajustadas ao 6leo essencial a ser encapsulado.

4.4 - Reagdes com Oleos Essenciais Aromaticos

Apds ensaios descritos na secdo anterior, fica claro que cada material a ser encapsulado
pode exercer uma influéncia diferente no processo de formacdo e na morfologia final das
particulas de gelatina preparadas por suspensdo inversa. Assim, é esperado que 0S ensaios
realizados com 0Oleos essenciais possam gerar também particulas com diferentes morfologias e
estrutura. No entanto, para melhor compreensdo dos resultados, os éleos essenciais descritos

nessa se¢do foram caracterizados e padronizados.

As reagdes com 6leos essenciais aromaticos foram conduzidas de forma semelhantes as
reacOes descritas nos ensaios preliminares. Para estas reagdes, os Oleos foram obtidos
comercialmente e, antes da utilizagdo foram caracterizados quanto a composicdo. Apos esse
procedimento, as reacdes foram realizadas com 4 diferentes 6leos disponiveis comercialmente,

como descrito na Tabela 4. 16.
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Tabela 4. 16. Tabela das reacdes realizadas com 6leo essenciais caracterizados

Bloco de ReacBes com 6leos esséncias

Condicaes Tempo de reagdo
(h)
Reac#o padrio — Oleo essencial de laranja R15 5
Reac#o padrdo - Oleo essencial de manjericdo R16 5
Reacéo padro — Oleo essencial de canela R17 5
Reac#o padrdo — Oleo essencial de citronela R18 5

4.4.1 Caracterizacio dos Oleos Essenciais

Antes da utilizacdo, os Oleos essenciais comerciais foram cuidadosamente
caracterizados por diversos métodos quanto a composicdo, resisténcia térmica e grupos
funcionais pelas técnicas descritas a seguir. Como esses compostos podem apresentar
caracteristicas distintas e afetar o processo de encapsulacdo de maneiras distintas, € importante

caracteriza-los apropriadamente como observado nas se¢Ges anteriores.
e Analise Cromatografica (CG-MS)

Inicialmente, as composic¢des dos 6leos essenciais foram caracterizadas por analises de
cromatografia (CG-MS). Como os 6leos essenciais constituem mistura complexas, centenas de
componentes podem estar presentes. Além disso, a maioria dos componentes que confere aroma
ou sabor ao 6leo essencial pode estar presentes somente em niveis de ppm (VIVEK et al., 2018).
As caracteristicas de retencdo e as descri¢des dos componentes presentes no 6leo essencial de
laranja sdo resumidas na Tabela 4. 17. Embora a amostra tenha produzido 20 picos, somente 16
compostos de aroma puderam ser identificados no cromatograma correspondente a Figura 4.
51. Dentre os compostos identificados, 4 encontram-se em maior quantidade no 6leo essencial
de laranja. Os principais compostos identificados foram limoneno, mirceno, linalol e decanal.
O composto mais abundante foi o limoneno, representando 95% da composi¢do. Outros
compostos, exceto linalol (1,2%) e mirceno (3,9%), representam menos que 1% da composi¢éo
total. Percebe-se pela &rea do pico que o limoneno € o componente extremamente majoritario

do oleo essencial de laranja, sendo, neste caso, 0 maior contribuinte para o aroma de laranja.
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Isso ndo é surpreendente, ja que resultados semelhantes foram relatados por Vora et al. (1983),
Moufida e Marzouk (2003) e Djenane (2015).
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Figura 4. 51. Cromatograma dos principais constituintes do dleo essencial de laranja.
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Tabela 4. 17. Compostos quimicos identificados no 6leo essencial de laranja por CG-MS.

Tempo de Retencéo . ~PEEIEGE
: Componente Formula Estrutural  do componentes
(min) (%)
1.937 Etanol C2oHsO -
5.720 1R-0-Pineno C1oH1s6 -
6.747 Sabineno C1oH1s6 -
7.180 a-Mirceno Ci0H16 3.9
7.543 Octanal CsH160 -
7.933 3-Careno C1oH1s6 -
8.603 D-Limoneno CioH16 95
9.673 Terpinoleno C1oH1s6 -
11.297 Linalol C10H180 1.2
12.903 Limoneno éxido, cis- C10H160 -
13.110 Limoneno éxido, trans- C10H160 -
15.780 Terpineol C10H180 -
16.527 Decanal C10H200 0.5
18.673 Carvona C10H140 -
20.167 Citral C10H160 -
33.123 Valenceno CisH24 -

*A area do pico foi escolhida como sinal para o calculo do teor relativo.

As descri¢bes e as caracteristicas de retencdo dos componentes presentes no 6leo
essencial de manjericdo também foram analisados e sdo mostrados na Tabela 4. 18. Dois
componentes foram predominantes, como pode ser visto na Figura 4. 52. Linalol e estragol
foram os principais componentes do 6leo de manjericdo, com pico estimados de 18% e 68%,
respectivamente. Outros componentes foram detectados, como eucaliptol, mentol e citral, no
entanto, todos representaram menos de 1% da composic¢éo. De acordo com Politeo et al. (2007),
os dois mais importantes componentes do 0leo de manjericdo foram linalol (28,6%) e estragol
(21,7%), embora com menor concentracdo do que a observada no presente trabalho. Esta
diferenga provavelmente se deve a fonte do dleo essencial, que pode afetar significativamente
a composicdo dos principais componentes, conforme relatado por Simon et al. (1990) e
Radulovi¢ et al. (2013).
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Tabela 4. 18. Compostos identificados no 6leo essencial de manjericdo por CG-MS.

Tempo de retengédo Componentes Férmula Porcentagem dos
(min) Estrutural componentes (%)*
2.57 Etanol C2HeO -

2.78 1-Propanol Cs3HsO -
15.01 Eucalipitol C10H180 0,21
16.39 Oxido de linalol, trans C10H1502 -
16.9 Oxido linalol , cis C10H150; -
17.42 Linalol C10H180 17,69
19.49 Mentol C10H200 0,53
20.47 Estragol C10H120 67,88
21.42 Citral C10H160 0,81
21.78 4-Anisaldeido CgHsO2 -
22.23 Citral C10H160 -
23.01 4-Propilanisol C7HsO -
26.59 a-Bergamoteno C21H2204 -
27.80 (E)-.p.-Fameseno CisHa4 -
28.34 [-Bisaboleno CisH24 -
29.14 a-Ocimeno C1oH1s6 -
30.16 3-Amino-4-metilbenzil -
alcool

*A area do pico foi escolhida como sinal para calculo do teor relativo.
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Figura 4. 52. Cromatograma dos principais constituintes do 0leo essencial de manjericéo.
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Anaélises do 6leo essencial de canela permitiram a identificagdo de dezesseis compostos
diferentes, como resumido na Tabela 4. 19. Sabe-se que o principal componente do éleo de
canela é o cinamaldeido (DING et al., 2011). Os resultados obtidos mostraram que trés
compostos estavam presentes em quantidades maiores no 6leo de canela: trans-cinamaldeido
(68%), acetato de cinamila (4,3%) e metoxicinamaldeido (12,1%). As porcentagens da area dos
outros compostos volateis observado foram, em geral, menores que 1%. Wang et al. (2009)
obtiveram resultados semelhantes para 6leo de canela extraidos de diferentes fontes. Este
resultado também foi similar ao teor de cinamaldeido (66,28 — 81,97%) reportado por Li et al.
(2010) para 6leo de canela de diferentes fontes. Os autores mostraram que varios fatores podem
afetar a composicéo deste 6leo essencial (MASOTTI et al., 2003), incluindo a fonte do 6leo e

as condicdes do processamento.

Tabela 4. 19. Compostos identificados no 6leo essencial de canela por GC-MS

Tempo de retengdo C Formula *Porcentagem dos
(min) UG estrutural componentes (%)
2.87 Etanol C2oHsO -

3.36 Isobutanol C4H100 -
4,92 Etano CoHe -
12.69 Benzaldeido C7HeO -
15.05 Limoneno C10H1s6 -
15.5 Benzaldeido, 2 hidroxi C7HsO2 -
17.77 Alcool fenetilico CsH100 -
19.27 Benzenepropanal C10H120 -
19.39 Biciclol C19H1809 -
19.64 Pirrolol CsHsN -
22.85 Cinamaldeido CoHgO 68
23.38 Alcool cinamilico CoH100 -
26.98 Acetato de Cinamila C11H1202 4.3
28.33 a-Muroleno CisH24 -
29.16 Metoxicinaleide C10H1002 12.1
29.76 Nerolidol C1sH260 -

*A area do pico foi escolhida como sinal para o calculo do teor relativo.
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Na Tabela 4. 20 sdo apresentados 0os compostos que caracterizam o dleo essencial de
citronela. Foram encontrados 9 constituintes no éleo, sendo que 3 foram mais significativas que
as demais: o citronelal, o geraniol e o citronelol (Figura 4. 53). Pela area do pico, observa-se
que citronelal é a substancia majoritaria do 6leo de citronela, como ja reportado por alguns
autores (SILVEIRA et al., 2013).

Tabela 4. 20. Compostos identificados no 6leo essencial de citronela por CG-MS

Tempo de Retencéo o — Férmula *Porcentagem glos
(min) Estrutural componentes (%)
2.193 Etanol C2HeO -

13.453 D-Limoneno C1oH1s 31
19.093 Isopulegol CioH150 1.06
19.553 Citronelal CioH150 42.4
23.060 Citronelol C1oH200 13.7
24.323 Geraniol C1oH180 23.7
28.663 2,6-Octadieno, 2,6-dimetil- CioH1s 3.4
29.990 Acetato geranila C12H2002 3.6
30.390 Elemeno CisH2 2.7
35.800 Cadineno CisHo4 2.4

*A area do pico foi escolhida como sinal para o calculo do teor relativo.
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Figura 4. 53. Cromatograma dos principais constituintes do 6leo de citronela.

e Andlisesde FTIR

As andlises de FTIR foram realizadas com os 6leos essenciais e 0s grupos funcionais
foram determinados comparando-se as frequéncias vibratdrias observadas com os dados
reportados em textos de referéncia (SONGKRO et al., 2012; Ll et al., 2013; AZIZ et al., 2016).

A Figura 4. 54 exibe os espectros de FTIR dos 4 6leos comerciais analisados. Como o
limoneno é o principal componente do 6leo de laranja e ocorre em grandes quantidades
(HOGNADOTTIR e ROUSEFF, 2003), ndo surpreende que os espectros do 6leo de laranja
sejam dominados pelos modos vibrat6rios deste monoterpeno, que estdo localizados em 884,
1432 e 1648 cm™. (Figura 4. 54a) (GONSALVES et al, 2009). No caso do 6leo de manjericéo,
0s picos caracteristicos foram observados no intervalo entre 1500 e 1000 cm™. As bandas de
absorcéo colocadas em 1516 cm™ representam o alongamento C = C, que podem ser devidas
ao estragol. Picos colocados em 1244 e 800 cm™ sio devidos a modos vibracionais
caracteristicos do monoterpeno. No espectro do 6leo de canela, a principal banda de absor¢éo
colocada a 1666 cm™ revelou a presenca de ligagdes C = O do cinamaldeido (Figura 4. 54c), 0
principal composto do dleo de canela (ADINEW, 2014). Bandas de absorcao fortes colocadas

a 1000 cm™ e 680 cm™ indicam a presenca de C = C aromatico do cinamaldeido do 6leo
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essencial de canela. A Figura 4. 54d mostra que o 6leo de citronela apresenta bandas intensas

em Vvarios nimeros de onda. O 6leo de citronela contém principalmente citronelal, citronelol e
geraniol, com bandas localizadas em 3413, 2918, 2729, 1727, 1445, 1375, 1236, 1108, 1009 e

738 cm™, correspondendo a grupos funcionais quimicos de varios terpenos presentes no 6leo.

Espectros similares foram relatados por Songkro et al. (2012) para amostras de dleo de

citronela. Observando esses espectros, pode ser notado que ndo ha presenca de agua em

quaisquer um deles, 0 que o caracteriza um certo grau de pureza.
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Figura 4. 54. Espectros de FTIR dos 6leos essenciais: 0leo de laranja, manjericdo, canela e

citronela
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e Andlises de TGA

Outra técnica utilizada para caracterizar 0s Oleos essenciais foi a analise
termogravimétrica. Os aromas, em geral, sdo substancias sensiveis ao calor e a condi¢Ges
ambientais. O comportamento térmico é um parametro critico para definir mudangas nos
atributos fisicos, como fusdo, evaporacdo, sublimacdo, decomposicdo, entre outros
(VISHWAKARMA et al., 2016). E importante, portanto, conhecer a temperatura em que esse
processo se inicia e 0 momento em que ha perda parcial e total desses compostos. Por isso, as
propriedades térmicas de diferentes amostras de 6leo essencial foram investigadas por TGA e
0s termogramas estdo apresentados na Figura 4. 55. Para 0leo de laranja, 6leo de manjericéo e
oleo de citronela puros a temperatura de evaporacdo/degradacdo térmica variou de 25 °C e 220
°C com um unico estagio de perda de peso, indicando que os 6leos essenciais de laranja,
manjericdo e citronela tinham uma natureza volatil que se assemelhava ao comportamento de
um composto puro. No caso do 0Oleo de canela, trés estagios de perda de peso poderiam ser
identificados. Na faixa inicial de perda de peso observou-se uma perda média de 12% em peso
até 100 °C, o que pode ser atribuido a perda de uma mistura de agua e volateis. Embora obtido
do mesmo fornecedor, o 6leo de canela exibiu um perfil de perda de peso diferente, que pode
ser devido a composicdo e pureza do 6leo (ZAWADZKI et al., 2016) A Tabela 4. 21 ilustra a

perda de massa em cada estagio de degradacdo dos 4 6leos essenciais.

E importante observar em todos o0s casos que 0s picos principais de perda de massa estdo
posicionados acima de 100 °C, permitindo concluir que a perda de massa esperada dos 6leos
essenciais por vaporizacdo nas condicdes de preparo da particula é baixa. A Unica excecdo diz

respeito ao 6leo de canela, embora o primeiro pico pareca estar relacionado a umidade.
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Figura 4. 55. Termograma de TGA e DTG dos 6leos essencial aromaticos

Tabela 4. 21. Perda de massa de cada estagio de degradacdo dos 6leos essenciais

Perda de massa (%)

Compostos de aroma 1° estagio 20estdgio  3%estagio  4°estagio
Laranja 95,87 2,98 - -
Manjericao 76,62 22,96 - -
Canela 12,81 0,74 32,37 27,99
Citronela 95,69 4,31 - -

4.4.2 Reacdes de Encapsulacio de Oleos Essenciais Comerciais

Ap0s a caracterizagdo dos compostos, um novo conjunto de reacdes foi proposto com
uma concentracéo fixa de 15% de cada Oleo essencial em relagdo a fase aquosa. As reacoes
foram conduzidas na forma ja apresentada Secdo 4.4. Inicialmente foram observadas as

transformaces ocorridas durante o processo da formacdo da particula com a adi¢do desses
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6leos essenciais comerciais, ja sendo esperada grande influéncia devido a complexidade desses

compostos como Visto nas secOes anteriores.
4.4.2.1 Reacdes com Oleo Essencial de Laranja

As reacdes foram realizadas com a adicdo da esséncia de laranja doce comercial (Citrus
aurantium dulce) para encapsulacéo in situ. As reagdes foram conduzidas por 5 h, na condigéo
definida em testes anteriores, devido ao retardo provocado em algumas reacGes. As

caracterizacdes das particulas obtidas sdo mostradas nas proximas Secoes.
e Distribuicdo do Tamanho de Particula (DTP)

Inicialmente, as amostras foram caracterizadas por meio de analises de distribui¢do de
tamanho de particulas (DTP) e as evolucBes das distribuicdes de tamanho estdo ilustradas na
Figura 4. 56. O grafico mostra que os perfis de distribuicdo tamanho de particulas na presenca
do 6leo de laranja foram deslocados para tamanho menores, quando comparados com as reacdes
realizadas na auséncia dos 6leos em condicBes experimentais similares (reacdo padrdo).
Levando em consideracdo os resultados apresentados anteriormente, também foi possivel
observar que mesmo em tempos elevados houve um comportamento distinto das reacgoes
conduzidas na auséncia do 6leo. Entre 3 e 4 horas de reacdo parecem ainda estar acontecendo
estagios de quebra e coalescéncia, gerando curvas com perfis bimodais. Pode ser observado que
a distribuicdo é larga apds 3 horas, deslocada para tamanhos maiores e mais estreita apos 5
horas de reacdo. Levando em consideragéo os resultados apresentados anteriormente em relacao
a producdo de particulas de gelatina, uma possivel explicacdo é que a adi¢do dos 6leos pode
estar interferindo no desempenho da reacdo, inibindo de alguma forma o curso da reacédo e a
formacédo das particulas. A reducdo do tamanho das particulas na presenca do 6leo de laranja
pode estar relacionada com a reducdo da viscosidade média na presenca dos 0leos essenciais,

devido a inibicao das reagdes de reticulacdo da gelatina.
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Figura 4. 56. Distribui¢Ges de tamanho de particula de gelatina obtidas em reacdo com 6leo de
laranja comercial ao longo do tempo.

e Analises Microscopicas

Para determinar a morfologia das particulas preparadas na presenca de 6leo essencial de
laranja, foram realizadas analises de microscopia Optica e eletrénica, conforme ilustrado na
Figura 4. 57 e Figura 4. 58. Os resultados parecem de alguma forma corrobora os dados de
distribuicdo de tamanho. A Figura 4. 57a indica que as particulas apos 3 horas possuem tamanho
muito pequeno e parecem estar aglomeradas, o que pode explicar o perfil de distribuicdo largo
mostrado no grafico de distribuicdo (Figura 4. 56). Na Figura 4. 57b, as particulas sdo um
pouco maiores e de tamanhos mais regulares, confirmando também os dados de distribuicdo de
tamanho. No entanto, além de aparentar um aspecto aglomerado, é notavel que a adi¢do do
aroma colaborou com o retardamento da formacdo da particula e prejudicou a morfologia
esférica do produto final. A adi¢do do dleo afetou tanto no aumento o tamanho (comparado

com a reacdo padrdo em 5 h) como a morfologia final das particulas.
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Figura 4. 57. Micrografias de particulas de gelatina obtidas em reacdo com 6leo de laranja
comercial: a) 3 h de reacéo e b) 5h de reacéo.

De forma semelhante, as particulas foram caracterizadas também a partir de microscopia
eletronica de varredura. Pode-se perceber que a superficie final da particula é irregular e
enrugada. Além disso, ficou ainda mais clara a tendéncia de formar particulas de tamanho mais
regulares ap6s 5h de reacdo; no entanto, com a presenca de poucas particulas de tamanho
menores e muitos aglomerados. Esses resultados sdo qualitativamente similares aos obtidos
para o extrato de casca de laranja na Secdo 4.3. Portanto, parece que o 6leo de laranja de fato

prejudica o processo de formacao das particulas de gelatina.
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Figura 4. 58. Micrograﬁas de MEV de particulas de gelatina preparadas com éleo essencial de
laranja comercial no final da reacéo (5 horas).
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e Analise Termogravimétrica (TGA)

O comportamento térmico é um parametro critico para definir mudangas nos atributos
fisicos dos 6leos essenciais analisados, do polimero utilizado para encapsulamento e das esferas
contendo 0leo. A perda de peso e os padrdes de degradacdo térmica dos produtos poliméricos
antes e depois do encapsulamento usando curvas de TGA (faixa de temperatura de 30 a 700 °
C) sdo mostrados Figura 4. 59. O comportamento térmico das microparticulas contendo 6leo
essencial foi similar ao comportamento térmico da amostra controle (Reagdo padrdo). E
importante mencionar que a incorporagdo do 6leo de laranja resultou em um leve aumento da
resisténcia térmica da particula, quando comparado com particulas na auséncia do 6leo, embora
0 comportamento nas altas temperaturas seja distinto, 0 que pode se associado ao 6leo. Deve
ser também observado que ndo h& pico pronunciado na faixa de 100 °C, sugerindo o

aprisionamento efetivo do 6leo na matriz de gelatina.
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Figura 4. 59. TGA das particulas de gelatina preparadas com 0leo essencial de laranja
comercial em diferentes tempos de reacéo.
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e Andlise de Viscosidade

Perfis de viscosidade foram obtidos com o intuito de avaliar como a adicdo do 6leo
essencial de laranja podia afetar o andamento da reacdo de reticulacdo e consequentemente
explicar outros dados j& aqui reportados. Perfis de viscosidade dindmica das solucdes de
gelatina dispersas sdo mostrados na Figura 4. 60. Como pode ser visto, a adi¢cdo do 6leo de
laranja levou a reducdo significativa da viscosidade, quando comparada a solucdes de gelatina
preparadas na auséncia de 6leo essencial (Reacdo padrdo). A curva apresentada mostra que 0s
valores de viscosidade tiveram um aumento muito pouco pronunciado na presenga do 6leo
essencial, o que pode ser resultado da inibicdo das reacGes de reticulacdo. Sabe-se (dados
reportados na Secdo 4.2) que a viscosidade é um indicador de aumento de massa molar,
resultando no aumento do tamanho das particulas, promovido pela reticulacdo das cadeias.
Dessa forma, é possivel conjecturar que a adicao do 6leo de laranja interfere de maneira singular
no desempenho da reacdo de reticulacdo e na formacdo da particula. Esse dado também
confirma os resultados obtidos nos ensaios de distribuicdo de tamanho e nas analises de

microscopia.

143



Capitulo IV — Resultados e discussdes
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Figura 4. 60. Perfis de viscosidade da reacdo conduzida com 6leo de laranja comercial e da
reacao padrdo.

A fim de caracterizar melhor a influéncia do 6éleo essencial no curso da reacao, a
guantidade de agente reticulante foi duplicada em uma experiéncia adicional, como mostrado
na Figura 4. 61. Quando a quantidade de glicose foi duplicada e o 6leo laranja foi utilizado, a
viscosidade aumentou pouco mais ap0s cerca de 200 minutos de reagdo. Isto mostra claramente
que a adicao do 6leo essencial ao sistema de reacao retarda o curso da reacao de reticulacdo e

afeta a acdo reticulante da glicose.
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Figura 4. 61. Perfis de viscosidade dinamica de solucGes de gelatina tratadas na presenca de
6leo essencial de laranja e usando o dobro da quantidade de glicose.

e Analise de Tensao Superficial

A tensdo superficial avalia propriedades da interface. Portanto, essa € uma propriedade
importante para a formacdo de particulas, pois esta relacionada com a estabilidade das gotas na
suspensdo. No geral, para formacdo de gotas maiores é necessario que a tensdo superficial
aumente. Supde-se que no processo realizado nesse trabalho pode ocorrer uma variagdo da

tensdo superficial, devido as mudancas observadas na morfologia do produto final.

As analises de tensdo superficial foram realizadas com intuito de observar como a
presenca do 6leo de laranja afeta a tensdo superficial e se os resultados explicariam a ma
formagéo das particulas. A Figura 4. 62 mostra os perfis de tensdo superficial das solucGes de
gelatina analisadas e tratadas com 6leo essencial de laranja, em relagdo aos perfis obtidos sem
adicdo de 6leo. Como pode ser visto, ha varia¢Oes de tensdo superficial entre as condi¢bes, com
aumento da tensdo superficial no final da reacdo conduzidas na presenca do Oleo de laranja.
Parece plausivel admitir que a composicdo do 6leo exerca alguma influéncia nas tensbes

interfaciais, o que pode afetar as distribui¢cGes de tamanho das particulas durante as reagdes de
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suspensdo inversa. Contudo, as varia¢Oes de tensdo superficiais S0 pequenas e ndo parecem
justificar a formacdo de particulas pequenas e mal formadas. Esse efeito parece estar
relacionado ao aumento pouco pronunciado da viscosidade, por conta da inibicao da reticulacdo

das cadeias de gelatina.
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Figura 4. 62. Perfis de tensdo superficial das solu¢des de gelatina preparadas com 6leo
essencial de laranja.

4.4.2.2 Reaciio com Oleo Essencial de Manjericio

A reacdo conduzida na presenca do 6leo de manjericdo foi realizada de forma
semelhante as apresentadas para 6leo de laranja e as caracterizagbes das particulas foram
realizadas com a mesma finalidade: avaliar a influéncia da incorporacéo do 6leo no processo

de formacdo das particulas de gelatina.
e Analises de Distribuicdo de Tamanhos de Particula

As andlises de distribuicdo de tamanho das particulas preparadas com o6leo de
manjericdo foram realizadas como ja descrito e os resultados podem ser vistos na Figura 4. 63.
Na Figura 4. 63, € apresentada apenas a curva de distribuicdo referente a particulas obtidas no

final da reacdo (5 horas), que exibe um perfil de distribuicdo estreito, caracteristico de uma
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distribuicdo homogénea, e deslocado para tamanhos menores de particulas quando comparada
a particulas preparadas sem adicdo de dleo. A auséncia dos demais dados ao longo do tempo
foi devido a impossibilidade de realizacdo dos testes, em decorréncia da solubilizacdo da
amostra quando ela era dispersa no equipamento de analise. Essa € uma evidéncia indireta de
que a presenca do 6leo de manjericdo afetou muito o andamento das transformagdes quimicas

associadas a preparacdo das microparticulas de gelatina.
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Figura 4. 63. Distribuicdes de tamanhos de particulas de gelatina produzida em reacdo
conduzida com 6leo de manjericao comercial.

e Andlise de Viscosidade

A andlise de viscosidade de solucbes de gelatina preparadas na presenca do 6leo de
manjericdo foi realizada e o perfil obtido foi comparado com o perfil de viscosidades da reagdo
conduzida na sua auséncia de 6leo natural. As curvas com os perfis de viscosidade obtidas sdo
ilustradas na Figura 4. 64. A Figura 4. 64 mostra que, adicionando-se 0leo de manjericéo a fase
dispersa, a viscosidade do meio passa a crescer muito mais lentamente, mostrando a grande
influéncia exercida pela adicio da mistura aromatica nas propriedades reoldgicas. E possivel
admitir a ndo ocorréncia de reticulagdo, ou o retardamento desse processo ao longo do tempo

na presenca do 6leo, como no caso anterior do 6leo essencial de laranja. A viscosidade aumenta
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muito lentamente ao longo de 5 hrs e atinge ao final do tempo de reacdo um valor pouco superior
ao do inicio, sendo visto um comportamento quase linear. Esse comportamento sugere uma vez

mais a inibicdo do processo de reticulacdo da gelatina.
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Figura 4. 64. Perfis de viscosidade de solucdes de gelatina preparadas na presenca de 6leo de
manjericdo comercial e na condigédo padrao.

e Analises de Microscépicas

Os materiais obtidos ao final da reacdo foram caracterizados quanto a morfologia, por
microscopia eletrénica de varredura e microscopia éptica. A Figura 4. 65 ilustra imagens das
particulas resultantes da reacdo conduzidas com 6leo de manjericdo. Como pode ser observado,
ndo houve variacdo observavel no tamanho das particulas, o que confirma os dados da
distribuicdo de tamanho exibidos anteriormente. No entanto, na Figura 4. 65a as particulas
parecem estar aglomeradas, mesmo apds um tempo de reacdo relativamente longo, sugerindo
que a adicdo do Oleo de manjericdo afeta de alguma forma a evolucdo dos tamanhos das

particulas. Uma analise mais detalhada da morfologia pode ser vista com auxilio de imagens de
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microscopia eletrbnica de varredura, ilustradas na Figura 4. 66. Pode-se perceber que a

superficie das particulas é esférica, mas muito irregular, em fungéo do processo de aglomeracéo.

Figura 4. 65. Micrografias de particulas de gelatina obtidas em reacdo conduzida com 6leo de
manjericdo comercial: a) 3 horas e b) 5 horas.
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Figura 4. 66. Mlcrograflas de MEV de partlculas de gelatina preparadas em reacdo conduzida
com Gleo essencial de manjericdo comercial (5 horas).

e Analise de Termogravimétrica (TGA)

Os termogramas TGA das particulas obtidas da reacdo conduzida com 6leo essencial de
manjericdo podem ser visualizados na Figura 4. 67. Os resultados revelam que ocorreu razoavel
aumento na resisténcia térmica quando o 6leo foi adicionado nas particulas. E possivel inferir
gue a microencapsulacdo promoveu uma interacdo positiva entre o polimero carreador e o0 6leo
essencial, resultando essa diferenca no comportamento térmico. Além disso, foram observados
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3 breves estagios de degradacdo das particulas apos a adigdo de 6leo. O estagio inicial, pode
estar ligado a perda de componentes mais volateis do 6leo de manjericdo. Contudo, ndo foi
observada perda de massa significativa na regido de volatilizacdo do 6leo, como no caso do
oleo de laranja, o0 que sugere o encapsulamento eficiente do 6leo na matriz de gelatina (ou a

perda do dleo na fase de preparo).
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Figura 4. 67. Termograma de TGA das particulas de gelatina obtidas em reacdo conduzida
com adicdo de 6leo de manjericao comercial.

e Analise de Tensdo Superficial

Os resultados da analise de tensdo superficial realizados com solugdes de gelatina
preparadas com 0leo essencial de manjericdo sao ilustrados na Figura 4. 68. Nota-se que nos
primeiros segundos ocorre queda brusca da tensdo superficial seguido por um continuo
aumento, com perfil comportamental semelhante ao da reacdo padrédo. A diferenca observada
pode estar atrelada a adi¢do do 6leo de manjericdo no meio de reacdo, que leva um aumento
nos valores de tensdo. Como também pode ser notado, a Figura 4. 68 exibe somente a curva de
tensdo superficial referente ao tempo final da reacdo. A auséncia da curva referente ao tempo
inicial de reacéo foi devida a impossibilidade da realizacéo da leitura, pois um filme foi formado
na superficie do recipiente, impedindo a imersdo da placa e gerando erros de leitura (Figura 4.

69). Como ja foi explicado, isso se deve ao atraso da reacao de reticulagéo provocada pelo 6leo.
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De qualquer forma, os resultados obtidos ndo permitem explicar a formagéo de finos, dado que
a tenséo superficial aumenta na presenga do 6leo. Como visto anteriormente, o comportamento

da DTP parece estar vinculado as trajetérias de viscosidade.
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Figura 4. 68. Perfis de tensdo superficial de misturas de gelatina preparadas com 6leo
essencial de manjericdo comercial e na condicao padréo.

R £
Figura 4. 69. Formacao de filme em solucdes de gelatina preparadas com 6leo de manjericdo
comercial durante ensaios de tensdo superficial.
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4.4.2.3  Reaciio com Oleo Essencial de Canela

A reacdo com Oleo de canela céssia (Cinnamomum cassia) foi conduzida de maneira
semelhantes as demais. Apos obtencdo das particulas de gelatina dopadas com 6leo de canela,

as particulas foram devidamente caracterizadas como descrito a seguir.
e Analise de Distribuicdo de Tamanho de Particulas (DTP)

Os dados de distribuicdo de tamanho de particula de gelatina com 6leo de canela foram
obtidos e estéo ilustrados na Figura 4. 70. Como pode ser observado, os perfis de distribuigédo
de tamanho das particulas com éleo de canela ao longo do tempo tiveram comportamento
bimodal, com formacéo de distribuicdo larga e heterogénea, abrangendo um grande intervalo
de tamanhos de particulas. Esse comportamento ndo foi observado nos outros casos em que
compostos aromaticos foram adicionados ao meio de reagdo, destoando também do resultado
encontrado para a reacdo padrdo. A influéncia da presenca do 6leo de canela na distribuigdo de
tamanho das particulas parece ser relevante. Os compostos do 6leo de canela parecem interagir
com o meio, comprometendo de alguma forma a homogeneidade das DTP’s. O comportamento
parece resultar da lenta transformacéo das particulas finas, que formam a moda posicionada em
50 um, em particulas grossas, que formam a moda posicionada em 200 pum.
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Figura 4. 70. Distribuicdes dos tamanhos de particulas de gelatina preparadas com 6leo
essencial de canela comercial.
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e Andlise de Viscosidade

O perfil de viscosidade obtido para a rea¢do conduzida com adicéo de 6leo essencial de
canela comercial pode ser observado na Figura 4. 71. O perfil de viscosidade obtido mostra que
houve um aumento mais lento na viscosidade quando foi adicionado 6leo de canela, em relacdo
ao perfil de viscosidade da reacao padrdo, mas mais rapido que o observado com os demais
6leos. E possivel que os compostos do 6leo interajam de alguma forma e promovam um lento
aumento das cadeias de gelatina por meio de ligagGes cruzadas, considerando que o principal
constituinte do 6leo de canela é da classe dos aldeidos, que sdo considerados potenciais agentes
de reticulacdo segundo alguns autores (BALAGUER et al., 2011). Isso mostra uma vez mais
que os diferentes 6leos podem afetar de forma distinta o processo de formacdo das

microparticulas de gelatina.
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Figura 4. 71. Perfis de viscosidade de solucfes de gelatina preparadas com 6leo de canela
comercial na condigéo padréo.
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e Analise Microscopicas

Como forma de visualizar melhor as particulas, analises de microscopia e de
microscopia eletronica de varredura foram realizadas e podem ser avaliadas na Figura 4. 72.
Por meio das imagens fica claro que ocorrou aglomeracao das particulas, gerando aglomerados
de diferentes tamanhos. Alem disso, as particulas ttm um tamanho muito reduzido, sendo que
apos 5 horas nao houve evolucdo dos tamanhos das particulas que constituem os aglomerados.
Esses resultados de alguma forma explicam e confirmam os resultados das analises de
distribuicdo de tamanho, j& que a bimodalidade do perfil pode estar relacionada a aglomeracéo

dessas particulas.

Figura 4. 72. Micrografias de particulas de gelatina obtidas em reacéo conduzida com 6leo
essencial de canela comercial. A) 3 hrse B) 5 hrs.

As particulas de gelatina dopadas com 6leo de canela também foram analisadas por
microscopia eletronica de varredura e as imagens sdo exibidas na Figura 4. 73. As imagens
mostram que as particulas estdo de fato muito aglomeradas, gerando por isso curvas bimodais

de distribuicdo de tamanho.
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Figura 4. 73. Micrografias de MEV de particulas de gelatina preparadas com 6leo essencial de
canela comercial.

e Analise Termogravimétrica

A Figura 4. 74 mostra o termograma TGA das particulas preparadas com 6leo essencial
de canela. E possivel visualizar que houve maior resisténcia térmica das particulas que
continham oOleo de canela, quando comparadas com as obtidas na reacdo padrdo. Esse
comportamento ja foi observado quando outros 6leos foram utilizados, como mostrado nas
secOes anteriores. Neste caso, em particular, o termograma de TGA do 6leo de canela puro ficou
sobreposto ao termograma de TGA das particulas obtidas ap6s 1h de reacdo. Como pode ser
visto, essas curvas apresentaram maior resisténcia térmica que as curvas obtidas com amostras
de particulas obtidas ao final da reacdo, tanto para a condicédo de referéncia como para particulas
obtidas na presenca do 6leo. Sendo assim, € possivel conjecturar que a microencapsulacéo
promove algum tipo de interacdo positiva entre o polimero e o 6leo essencial (ZAWADZKI et
al., 2016). Além disso, o uso de 6leo de canela pode eventualmente causar reticulagéo adicional
durante o tratamento térmico, devido a presenca de cinamaldeido (BALAGUER et al., 2011;
BABU e KANNAN, 2012; BALAGUER et al., 2013).
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Figura 4. 74. Termograma de TGA das particulas de gelatina preparadas com 6leo essencial
de canela comercial e na condi¢do padréo.

e Analise de Tensdo Superficial

A Figura 4. 75 mostra os perfis de tensdo superficial das solucdes de gelatina tratadas

com Oleo essencial de canela. Pode-se observar que a adi¢do de 6leo resultou em diferentes

comportamentos. Conforme observado na Figura 4. 75, houve um aumento da tensdo superficial

na presenca de 6leo de canela. Como pode ser visto, houve pequena diferenca entre as solucoes

nas condi¢des do inicio da reacdo e as particulas do final. A presenca do 6leo de fato afeta a

tensdo superficial da fase dispersa, mas isso ndo parece explicar os dados de morfologia

relatados nesta secdo, ja que as particulas obtidas eram muito finas no inicio do processo de

dispersdo e ndo coalescem.
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Figura 4. 75. Perfis de tensdo superficial de solucdes de gelatina preparadas com 6leo
essencial de canela comercial e na condicdo padréo.

4.4.2.4  Reacio com Oleo Essencial de Citronela

Por fim, uma reacdo foi testada na presenca de éleo de citronela. De acordo com 0s
demais resultados apresentados, espera-se que o componente oleoso afete o sistema de forma
diferente dos demais, por ser um 6leo com composic¢do diferente. Como nos demais casos, apos

a obtencdo das particulas, estas foram caracterizadas.
e Distribuicdo de Tamanho de Particulas (DTP)

As distribuices de tamanhos das particulas tratadas com o6leo de citronela séo
apresentadas na Figura 4. 76. As curvas mostram que foram obtidas particulas com tamanhos
menores, comportamento semelhante ao observado quando os outros dleos foram utilizados.
No entanto, as curvas ficaram sobrepostas e apresentaram um perfil estreito, o que pode indicar
a homogeneidade do tamanho das particulas obtidas, como mostrado nas analises

microscopicas apresentadas a seguir.
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Figura 4. 76. Perfis de Distribui¢fes de tamanhos das particulas de gelatina obtidas em reacao

com Oleo de citronela comercial.

e Andlise de Viscosidade

A curva da viscosidade da solucdo de gelatina preparada com 6leo de citronela pode ser

vista na Figura 4. 77. O comportamento da curva obtida com 6leo de citronela foi semelhante

as demais curvas apresentadas neste estudo na presenca de outros 6leos. A adicdo do Gleo

provoca uma reducdo da viscosidade (quase 70%) em relacdo a reacdo de referéncia (sem adicao

de 4leo). A inibicdo do aumento da reticulacdo e da viscosidade pode ser uma das causas da

instabilidade de particulas, resultando em particulas extremamente finas e aglomeradas.
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Figura 4. 77. Perfis de viscosidade das solucdes de gelatina preparadas com dleo de citronela
comercial e na condi¢do padrao.

e Analises Microscopicas

As particulas de gelatina preparadas com 6leo de citronela sdo mostradas, na Figura 4.
78 e Figura 4. 79. Os tamanhos das particulas parecem néo terem sofrido alteracdes de tamanho
no decorrer da reacdo (de 3h a 5h). As imagens de microscopia eletrénica apresentadas na
Figura 4. 79 ilustram particulas de tamanho muito uniforme, o que explica o perfil de
distribuicdo de tamanhos mostrado anteriormente. Como pode ser visto, as particulas
preparadas com Oleo de citronela possuem uma superficie irregular e rugosa, comportamento
ja apresentado para outras particulas preparadas na presenca de 6leos essenciais. E notado mais
uma vez que a adi¢do de compostos diferentes pode influenciar a morfologia final das particulas
obtidas.
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Figura 4. 78. Micrografias de particulas de gelatina preparadas em reacdo com 6leo de
citronela comercial em diferentes tempos. a) 3h e a) 5h

Figura 4. 79. Micrografias de MEV de particulas de gelatina preparadas na presenca de 6leo
de citronela comercial.

e Analise Termogravimétrica

Os termogramas apresentados na Figura 4. 80 mostram que o0 comportamento térmico
das particulas de gelatina preparadas com 6leo de citronela se assemelha aos demais
termogramas ja apresentados. As particulas dopadas com o 0leo apresentam uma resisténcia
térmica levemente maior, tanto para a primeira amostra quanto para as particulas obtidas ao
final da reacdo, confirmando dados ja apresentados neste documento, que apontam o aumento

leve da resisténcia térmica do produto com adicdo dos 6leos essenciais.
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Figura 4. 80. Termograma de TGA de particulas de gelatina preparadas com 6leo de citronela
comercial e na condi¢do padrao.

e Anélise de Tensao Superficial

As curvas comparativas de tensdo superficial sdo apresentadas na Figura 4. 81. O perfil
de tensdo superficial sofre um leve aumento com a adicdo do 6leo de citronela. Esse
comportamento € similar aos ja observados para ensaios com outros 6leos. Além disso, dados
referentes ao inicio da reacdo foram comprometidos devido a formacdo de um filme na

superficie da solucdo, gerando erros nas leituras, assim como reportado para solugdes com dleo

de manjericéo.
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Figura 4. 81. Perfis de tensdo superficial de solucdes de gelatina preparadas com 6leo
essencial de citronela comercial e na condicdo padréo.

e Consideracdes Finais

Levando em consideracgdo os resultados apresentados nesta se¢do, nota-se que a adigéo
dos oleos essenciais interfere no desempenho da reacdo de formacdo de microparticulas de
gelatina por suspensdo inversa, inibindo de alguma forma o curso da reacdo de reticulacéo e a
formacao das particulas. Neste caso, a reducdo do tamanho das particulas pode estar relacionada
com a reducdo da viscosidade média na presenca dos 6leos essenciais, devido a inibicdo das
reacOes de reticulacdo da gelatina. De fato, foi reportado que incorporacao de 6leos essenciais
exerceu efeito significativo sobre os perfis de viscosidade, produzindo diminuicao significativa
das viscosidades em relacdo a solucdo de gelatina preparada na auséncia de 6leos essenciais.
Todos os produtos obtidos na presenta dos 6leos essenciais apresentaram distribuicGes
heterogéneas de tamanho de particula, constituidas por contas esféricas pequenas e
aglomeradas, formando superficies irregulares. Dada a mudanca para tamanhos de particulas
menores quando o Oleo foi adicionado, pode-se concluir que os efeitos de viscosidade controlam
a evolucéo das distribuicbes de tamanho de particula. Além disso, particulas obtidas de reacGes
realizadas na presenca de 0leo de canela apresentaram aparentemente maiores quantidades de

aglomerados. N&o foram observadas diferencas notaveis entre os perfis de viscosidade medidos
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para solugdes de gelatina contendo manjericdo, laranja ou citronela. Outra mudancga observada
foi 0 aumento lento da tensdo superficial na presenca de 6leo. Assim, parece plausivel supor
que a composicdo de 6leos também exerca alguma influéncia sobre as tensdes interfaciais da
fase dispersa, embora mudancas ndo tenham sido muito expressivas em nenhum caso. Pode-se
observar que o comportamento térmico das microparticulas contendo 6leos essenciais foram
significativamente diferentes. E importante mencionar que a incorporacgdo do 6leo essencial
promoveu o aumento da resisténcia térmica das particulas tratadas com 6leo de laranja, 6leo de
manjericdo, 0leo de canela e 6leo de citronela. Diante disso, fica claro que mudancgas relevantes
podem ocorrer com a incorporacdo de 6leo em particulas de gelatina, e assim ajustes de
formulacGes devem ser feitos para melhor atender os produtos que devem ser incorporados nas
matrizes de gelatina reticulada. Poe exemplo, podem ser necessdrias mudancgas das

composicdes do meio, do tempo de reacdo, da velocidade de agitacdo, dentre outras.

Para entender o efeito inibitério dos 6leos naturais sobre as reacdes de reticulacdo é
necessario compreender que 6leos essenciais sdo misturas complexas de muitos compostos
polares funcionalizados, como linalol, citral, estragol, cinamaldeido, citronelal e citronenol (ver
Tabela 4. 17 a Tabela 4. 20). Esses compostos competem pelos mesmos sitios da gelatina que
reagem com a glicose, reduzindo a disponibilidade de sitios para as reacfes de reticulacédo.
Assim, de acordo com a interpretacdo proposta, os componentes do 6leo essencial interagem
com a gelatina, explicando o aumento da resisténcia térmica do produto final e reduzindo a
eficiéncia da lenta reacdo de reticulacdo promovida com a glicose. Por isso, as particulas
formadas permanecem finas e provocam aglomeracdo durante o tratamento térmico e
processamento do pd obtido. O aumento da tensdo superficial das misturas, por sua vez, é
resultado do aumento de carga de segmentos hidrofobicos nas solucgdes de gelatina quando os
o6leos sdo adicionados, embora as variacGes sejam pequenas e nao parecam controlar o processo

de formagé&o da particula.
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45  Eficiéncia de Encapsulamento dos Oleos Essenciais

Ap0s a obtencdo das particulas dopadas com os dleos esséncias, algumas analises foram
realizadas para comprovar a presenca e a porcentagem de 6leo que foi incorporado. O célculo
do teor de 6leo incorporado (ou eficiéncia de extracdo de dleo de particulas de gelatina) foi
realizado. Os resultados séo listados na Tabela 4. 22 e na Figura 4. 82. A Figura 4. 82 ilustra a
porcentagem estimada dos componentes principais de cada Oleo extraidos de dentro da
particula, como funcdo do tempo de reacdo. E interessante observar que as eficiéncias de
encapsulacdo foram algumas vezes pequenas, e outras vezes aumentaram com o tempo de
reacdo. Isso ndo pode ser explicado apenas em termos das perdas por volatilizagdo durante a
preparacdo das particulas. Neste caso, a tendéncia dinamica deveria ser oposta. Embora as
eficiéncias de encapsulamento obtidas possam recomendar o uso de reatores fechados e
pressurizados para encapsulamento de 6leo essencial (impedindo a remocéo de volateis), varios
outros fatores combinados também podem explicar os resultados obtidos, como o processo de
filtracdo de particulas e o processo de extracdo de 6leo. Além disso, alguns autores relataram a
perda de componentes essenciais do 6leo essencial por meio de reacdes de degradacdo apos
exposicao a luz e tratamentos térmicos, o que também pode ter afetado os resultados finais
obtidos (GUIMARAES et al., 2008). No entanto, mesmo se admitirmos que o 6leo foi perdido
durante a preparacao das esferas por conta da extracdo com solvente e/ou evaporacdo, deve-se
ressaltar que algumas particulas mantiveram suas propriedades aromaticas por pelo menos 12
meses sob armazenamento na temperatura ambiente, indicando taxa lenta de liberacdo de

volateis em condicBGes ambientais.
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Tabela 4. 22. Porcentagem em area cromatografica dos principais componentes dos 6leos
essenciais extraidos das particulas de gelatina em funcdo do tempo.

Tempo de Reacéo

Componentes
Concentracdo Estimada
Particulas com 6leo de Canela 1h 3h 5h
Cinamaldeido 41% 83%  46.4%
Alfa copaeno 54% 1.0% 0.3%
Acido cinamico 03% 0.6%  3.9%
Acetato de cinamila 0.9% 2.8% 4.7%
Metoxicinamaldeido 04% 0.6% 8.7%
Particulas com dleo de citronela
Limoneno 3.0% 3.0% 2.1%
Citronelal 50% 9.4% 11.5%
Citronelol 8.7% 11.5% 7.9%
Geraniol 19.1% 22.4% 14.2%
Citral 1.3% 0.9% 0.4%
Particulas com 6leo de laranja
Limoneno 22% 15% 5.8%
Linalol ND 2.5% 1.7%
Oxido de limoneno 12% 11%  1.9%
Decanal 12% 47%  3.0%
Particulas com dleo de manjericdo

Linalol 79% 3.7% 2.2%
Estragol 109% 7.2% 5.2%
Anisol 05% 0.4% 1.4%
Citral 13% 31%  0.6%
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Figura 4. 82. Porcentagem em area cromatografica dos compostos majoritarios dos 6leos
essenciais nas particulas de gelatina para diferentes tempos de reacéo.

4.6. Ensaio de Liberacdo dos Oleos Essenciais

Ap0s os testes de eficiéncia, alguns ensaios de liberagcdo no ar foram realizados com
auxilio da técnica de FTIR. As amostras foram deixadas abertas em ambiente controlado (23
°C+1) e medidas foram realizadas diariamente e os espectros obtidos foram correlacionados.
Somente dois tipos de particulas foram submetidas aos ensaios, as obtidas da reacdes com 6leo
essencial de manjericéo e citronela e os resultados s&o apresentados na Figura 4. 83 e Figura 4.
84. Os resultados sugerem gue ndo hd muita mudanca entre os espectros medidos. Isso pode ser
um indicador de que o aroma é liberado lentamente de dentro da particula. Esse resultado é
adequado quando o seu uso for em produtos que demandem de uma permanéncia maior do
aroma. De qualquer forma, mais medidas deveriam ser realizadas para dar continuidade a

analise por periodos mais longos e com mais detalhes.
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Figura 4. 83. Ensaio de liberacdo em particulas de gelatina dopadas com 6leo de citronela em
1 hora de reacéo.
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Figura 4. 84. Ensaio de liberacdo de particulas de gelatina dopadas com 6leo de manjericédo
em 5 horas de reacao.

4.6. Desenvolvimento de Particulas de Amido

Além do desenvolvimento do processo de produgéo de particulas de gelatina, algumas
reacOes com amido foram conduzidas para iniciar o desenvolvimento da elaboracdo de
particulas de amido. A formulacdo base descrita na Se¢do 3 para ensaios com a gelatina foi

inicialmente utilizada para os testes com amido como referencial de partida (Reacdo Al). No
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entanto, ndo se obteve uma suspensao estavel e as condi¢es foram modificadas para evitar a
aglomeracdo total das particulas. Assim, novas formulagcdes e condi¢Ges do ensaio foram
elaboradas e s@o descritas na Tabela 4. 23. A formulacao feita para a preparacédo das particulas

de amido manteve as proporc¢oes utilizadas na Tabela 4. 1, sendo substituido somente amido.

As reacOes foram conduzidas de forma semelhante as realizadas com a gelatina e o
reticulante testado também foi a glicose. O amido € um polimero bastante utilizado em
aplicacdes préticas; no entanto, o uso do amido para elaboracdo de particulas apresenta o
mesmo inconveniente de outros polimeros naturais: a hidrofilicidade. Alguns autores sugerem
que o problema pode ser superado com o uso de reticulantes toxicos, como ja descrito j& descrito
anteriormente (PARRA et al., 2004). No presente trabalho, o uso de reticulantes toxicos é
evitado. Além disso, ndo foi encontrado na literatura estudos que reportem a producédo de

particulas de amido, como reportado na Secdo 2.2 .

Tabela 4. 23. Condicdo das reacdes conduzidas com amido.

Bloco de Reagdes com Amido

Tempo de reacdo  Temperatura da Amido pH da reacio
(h) reacc (°C) (9)
Reacédo Padrdo Al 5 60 4,5 -
Reacédo Padréo A2 5 90 15 -
Reacdo Padrdo A3 5 90 15 9,0

4.6.1. Caracterizacdo Morfologica das Particulas de Amido — Reacédo Al

Os resultados da reacdo Al sdo referentes ao teste realizado com as mesmas condi¢cdes

descritas para a gelatina.

A Figura 4. 85 mostra as distribuicdes de tamanhos das particulas de amido preparadas
durante a reacdo Al. E possivel observar a estabilidade das distribuicbes de tamanho das
particulas até o final da reacdo. Os perfis sdo mais estreitos e homogéneos que no caso da

gelatina. Os resultados podem ser confirmados com os dados de tamanho medio das particulas,
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como pode ser visto na Tabela 4. 24. 1sso pode indicar a auséncia de mudancgas expressivas no

meio reacional ao longo do tempo.

10

<N

=0

Volume (%)

——(0 min
—30 min
1 hr
—3 hrs
—5 hrs

10 100

Tamanho (um)

1000

10000

Figura 4. 85. Distribuicdes de tamanhos de particula de amido produzidas ao longo do tempo

Tabela 4. 24. Didmetro médio das particulas de amido obtidas na reagdo Al.

da reacdo Al.

Diametro médio

Tempo de reacgéo (um) PDI
0 min 61 1,92

30 min 86 2,45

1h 84 2,43

3hrs 82 2,30

5hrs 73 2,43
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As analises de microscopicas realizadas mostram a morfologia das particulas obtidas. A

Figura 4. 86 mostra que as particulas obtidas sdo irregulares e ttm uma geometria
elipsoidal. Esse resultado ndo é comum em ensaios de suspensdo, quando as particulas
visualmente tém a forma esférica ou de aglomerados de particulas esféricas. A forma irregular

foi confirmada nas analises de microscopia eletrdnica de varredura mostradas na Figura 4. 87.
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Figura 4. 86. Mlcrograflas de particulas de amido obtidas nas condlgoes dareacdo Al:a) 0
min, b) 30 min, c¢) 3 horas e d) 5 horas.

E reportado na literatura que os granulos do amido apresentam diferentes formatos,
dependendo do tipo de amido analisado, apresentando formato lenticular, arredondados ou
poligonal (YONEMOTO et al., 2007). Dessa forma, provavelmente o resultado indica que néo
ocorreu evolucado da reacdo de reticulacdo ao longo do tempo, pois a presenca de particulas com
geometria ndo esférica é caracteristica de grdos de amido nativo. A geometria pode ter sido

estabilizada, em particular, ap6s a secagem.

COPPE

Flgura 4 87. Mlcrograflas de MEV de particulas de amido obtldas apos 5 horas da reacdo Al.

171



Capitulo IV — Resultados e discussdes

Na verdade, esse resultado ja podia ser esperado, pois a temperatura usada na etapa de
solubilizacdo foi baixa. Quando o amido é aquecido em excesso de agua, acima da temperatura
de gelatinizacdo, a estrutura cristalina € rompida pelo relaxamento das pontes de hidrogénio e
as moléculas de agua interagem com os grupos hidroxila da amilose e da amilopectina (LIU et
al., 2009). Isso causa aumento do tamanho dos granulos, devido ao inchamento, e também
ocorre parcial solubilizacdo. Alguns trabalhos reportam que a solubilizagdo do amido costuma
ocorrer em temperaturas entre 60 °C e 90 °C (LIU et al., 1999 e LIU et al., 2009), com maior
solubilidade obtida na temperatura de 90 °C e na concentracdo de 50 g/L (TAGGART e
MITCHELL, 2009).

4.6.2. Caracterizacdo Morfologica das Particulas de Amido — Reacédo A2

Diante dos aspectos citados na secdo anterior, foi proposto 0 aumento da temperatura
de solubilizacdo da fase aquosa, mantendo-se a temperatura da reacdo (reacdo A2). Além disso,
a concentragdo do amido foi reduzida para manter estabilidade do sistema (Tabela 4. 23). A

reacao foi conduzida de forma similar e o produto de reacédo foi entdo caracterizado.

Analises de distribuicdo de tamanhos de particula foram realizadas e a Figura 4. 88 exibe
os resultados obtidos. Analisando estes dados, foi possivel observar que amostras retiradas até
0s primeiros 30 minutos da reacéo apresentaram perfis com distribui¢cGes mais largas, havendo
aumento gradual dos tamanhos médias de particulas. Para as distribui¢cdes finais de tamanho,
foi evidenciado um deslocamento para particulas de maiores diametros e formacdo de
distribuices mais estreitas, de forma similar a algumas reacdes conduzidas com gelatina. De
forma geral, os didmetros médios de particulas obtidas foram os maiores de todos 0s ensaios.
Esses dados podem ser vistos na Tabela 4. 25, que reporta os didmetros médios obtidos.
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Figura 4. 88. DistribuicGes de tamanhos de particula de amido obtidas da reacdo A2.

Tabela 4. 25. Diametro médio das particulas de amido ao longo do tempo da reacdo A2.
Didmetro médio

Tempo de reacdo (um) PDI
0 min 303 1,3
30 min 333 1,8
1 hora 337 1,8
3 horas 376 2,7
5 horas 272 2,7

As anélises de microscopia Optica exibidas na Figura 4. 89 confirmam os resultados
obtidos nas medidas de distribuicio de tamanho. E possivel observar que, quando a temperatura
foi aumentada, o aspecto do material obtido foi diferente do reportado na reacdo Al. As
amostras retiradas nos primeiros minutos apresentaram aspecto aglomerado e sem definigédo de
forma. Esse aspecto parece estar ligado & completa solubilizacdo do amido, caracterizado pela
modificagdo da estrutura do gréo, devido ao rompimento das estruturas e interagdes com a agua.
A medida que a reacdo avancou, foi evidenciado o processo mais regular da formacio das
particulas, as quais, em intervalos de tempo maiores, apresentaram geometria esférica,
caracteristica das reacfes em suspensdo. Além disso, a distribuicdo de particulas é claramente

heterogénea.
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50 pm

Figura 4. 89. Micrografias das particulas de amido obtidas ao longo do tempo da reacdo A2:
a) 0 min, b) 30 min, c) 3 horas e d) 5 horas.

Para visualizar melhor a morfologia dessas particulas de amido, algumas imagens foram
obtidas pela técnica de microscopia eletrénica de varredura. A Figura 4. 90 mostra imagens das
particulas de amido (reacdo A2). Como mostrado nas imagens, as particulas obtidas no inicio
da reacdo apresentaram estrutura indefinida e diferente da reacdo anterior, para 0 mesmo
intervalo de tempo. 1sso parece estar associado ao rompimento do granulo, que torna o amido
disponivel para reagir. No final da reacdo, a mudanca da geometria das particulas é clara. A
despeito disso, a superficie da particula obtida € muito irregular e rugosa. Esse resultado pode
estar atrelado ao tempo de reacdo que parece ndo ter sido o suficiente para reagir
completamente. Por outro lado, ndo sabemos de que forma a glicose interage com o amido para

formar particulas. Assim, avaliacbes mais aprofundadas devem ser realizadas.
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Figura 4. 90. Micografias de M'EV das particulas de amido obtidas da reacdo A2: a) 30 min e
b) 5 horas.

e Analise Termogravimétrica

A fim de caracterizar de forma mais detalhada a estabilidade de particulas de gelatina
obtidas ao longo do tempo e verificar a possivel ocorréncia da reticulacdo, analises de TGA
foram realizadas e os resultados séo apresentados na Figura 4. 91.

Os resultados obtidos mostraram que também houve pequena e constante variacdo das
taxas de perda de massa em amostras coletadas ao longo do tempo de reacdo. Nota-se em
particular quanto maior € o tempo de reacdo, menos acentuadas sdo as taxas maximas de perda
de massa e menos acentuadas sdo as perdas de massa ao final do processo (indicando leve
aumento da resisténcia a perda de massa). Esses resultados também parecem reforcar a ideia de
que transformacdes lentas ocorrem com o passar do tempo durante o tratamento térmico de
reag0es conduzidas com amido. Uma vez mais, tendéncias similares foram observadas nas
condicgdes avaliadas, que parecem ser controladas pelo tempo de reacdo. Como ja reportado

anteriormente no processo de producgédo de particulas de gelatina, esse resultado pode ser um
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indicador de reticulagdo das particulas de amido, no entanto, essa Unica avaliagdo ndo afirma a
ocorréncia de reticulagéo.
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Figura 4. 91. Termogramas de TGA de particulas de amido obtidas na reagcdo A2.

6.6.3 Caracterizacdo Morfoldgica das Particulas de Amido — Reagdo A3

A partir dos resultados obtidos, outro teste foi realizado nas condicGes da reacdo A3
citadas na Tabela 4. 23, com a finalidade de ajustar as condi¢cdes e melhorar ainda mais o
processo. Os resultados sdo exibidos a seguir.

Os resultados de distribuicdo de tamanho de particulas obtidas da reacdo A3 estdo
ilustrados na Figura 4. 92. E possivel perceber que, ao longo do tempo, ha uma mudanca no
perfil de distribuicdo, no qual nas duas primeiras horas temos uma distribuicdo larga que
caracteriza a heterogeneidade das particulas. Porém, no final da reacdo ha um estreitamento no
perfil da distribuicdo, caracterizando tamanhos de particula mais homogéneos, além do
deslocamento para maiores tamanhos de particula como pode ser confirmado pela Tabela 4. 26.

Parece que mudancas lentas também acontecem nessas reagdes com amido, como ja reportado
nas reagdes conduzidas com gelatina.
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Figura 4. 92. Distribui¢des de tamanhos de particula de amido obtidas da reacdo A3.

Tabela 4. 26. Diametro médio e indice de polidispersdo de particulas de amido ao longo do
tempo da reacdo A3.
Diametro médio

Tempo de reagdo PDI

(m)
30 min 84 1,62
1 hora 78 1,53
2 horas 123 0,98
5 horas 412 0,86

Anélises de microscopias foram realizadas e a morfologia das particulas séo
apresentadas na Figura 4. 93. Por meio das imagens fica claro que ocorreram mudancas lentas
na formacédo da particula e evolugdo de tamanho ao longo do tempo. Além disso, essas imagens
confirmam os dados de distribuicdo de tamanho, chegando ao final com particulas maiores e

mais homogéneas.

Diante dos dados de morfologia obtidos, fica claro que também € possivel produzir
particulas de amido. Neste caso, a reagdo A3 foi considerada como a de melhor desempenho,
sendo definida como a formulacgdo base (referéncia) para elaboracéo de particulas de amido.
No entanto, testes de caracterizacdo adicionais se fazem necessario melhor entender as

propriedades dessas particulas.
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Figura 4. 93. Micrografias das particulas de amido obtidas a partir da reagdo A3.
a) 0 min; b) 1h; ¢) 3hrs; d) 5hrs.

e Analise Termogravimétrica

A Figura 4. 94 mostra os termogramas de TGA de amostras tomada ao longo do tempo
da reacdo com amido conduzidas com controle de pH e sua respectiva derivada de
decomposicdo térmica (DTG). De forma similar aos resultados na Se¢do 3, a Figura 4. 94 indica
que ocorreram mudancas no material. Percebe-se que longo do tempo, as taxas maximas de
perda de massa sdo menos acentuadas (indicando um leve aumento da resisténcia a perda de
massa). Esses resultados sdo semelhantes aos reportados para particulas de gelatina. Assim,
esse efeito pode ser um indicio de transformacdes ocorridas pela reticulacdo do amido, contudo,

avaliagdes mais precisas S0 necessarias.
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Figura 4. 94 Termogramas de TGA de particulas de amido obtidas na reagdo A3.

e Avaliacdo de solubilidade em agua

Com intuito de avaliar a solubilidade em &gua das particulas de amido produzidas na
reacdo A3, amostras foram dispersas em agua e analise de microscopia foram realizadas. Os
resultados sdo apresentados na Figura 4. 95. As imagens da Figura 4. 95 ilustram que as
particulas de amido ficaram estaveis na presenca de agua. Pode-se perceber que as particulas
de amido produzidas com glicose e Ca(OH)2 possuem uma resisténcia a dgua. No entanto, é
importante observar que as particulas incharam, mas mantiveram sua estrutura e morfologia.
Esse resultado mostra de forma inequivoca que as propriedades das particulas de amido foram
modificadas, gerando produtos resistentes a agua, entretanto, outras analises devem ser feitas

para compor esse conjunto de dados.

Figura 4. 95. Micrografias de particulas de amido em &gua para avaliagdo de solubilidade.
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e Considerac0Oes parciais

Inicialmente, é valido ressaltar que, os estudos com producdo de particulas de amido
estdo em andamento em colaborag&o com dados que estdo sendo usados para gerar uma patente,

dessa forma ndo puderam serem exibidos.

A analise dos dados apresentados e referentes ao bloco de reacGes conduzidos com
amido mostra que a formulacdo para a producdo de particulas de amido parece estar bem
definida; no entanto, réplicas devem ser feitas para garantir a melhor a estabilidade do sistema,
quando comparado ao processo de producdo de particulas de gelatina. 1sso ja poderia ser
esperado, dado que a solucBGes de gelatina ndo apresentam as mesmas caracteristicas das
solucgdes de amido. Além disso, caracterizagcdes mais precisas devem ser feitas na continuidade
do trabalho para garantir que a formacao de particulas ocorre com reticulacdo. Apesar de que
resultados referentes a resisténcia térmica e solubilidade mostrarem que algumas mudancas

ocorreram ao longo do tempo de reacdo.
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Capitulo V

Conclusoes e sugestdes

Por tudo o que foi apresentado e discutido, é possivel perceber a evolugdo
satisfatoria que o presente trabalho apresentou na dire¢cdo de produzir, pela primeira vez,
particulas poliméricas naturais pela técnica de suspensao inversa, propondo o encapsulamento

de aromas in situ.

Com base nos resultados apresentados e discutidos, é possivel concluir que a glicose
pode exercer papel de agente reticulante da gelatina, embora o efeito reticulante ocorra de forma
lenta nas condicOes testadas. Dessa forma, isso pode explicar a inobservancia de efeitos
significativos quando testes de reticulacdo foram conduzidos por tempos curtos (30 min).
Portanto, o tempo € uma varidvel de importancia a ser considerada nas reacdes de reticulacdo

de gelatina e, consequentemente, na obtencédo de particulas.

Além disso, as distribui¢bes de tamanho de particula mostraram um aumento continuado
dos tamanhos de particula ao longo do tempo, assim como também observado com a
viscosidade do meio reacional, que podem indicar o aumento lento da massa molar e a
reticulagdo da gelatina. Esses resultados sdo corroborados pela avaliagdo de solubilidade em
agua das particulas de gelatina. Os resultados de TGA indicaram também o lento, mas
continuado aumento da resisténcia a degradacdo das particulas de gelatina com o tempo, o0 que
¢ compativel com a ocorréncia de reticulacdo. Com base nas analises de microscopia, foi
possivel observar a geometria esférica das particulas e 0 aumento dos diametros ao longo da
reacdo. Os resultados de FTIR apresentados mostraram que nos casos em que a glicose e o
calcio foram empregados ocorreram modificacdes no espectro, resultado da reticulagdo das
cadeias. E importante destacar que em reacdes conduzidas na auséncia de glicose ocorreram
modifica¢fes na estrutura da particula, no entanto, os dados deixam claro a agdo da glicose

como agente de reticulacao.

Com base nos resultados obtidos durante testes com &gua de diferentes origens
(deionizada, destilada e da torneira), pode-se afirmar que a presenca de ions induz a melhor

formacao de particulas, sendo vantajoso para aplicagdes industriais.
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Além disso, em reagdes realizadas na presenca de extratos naturais aromaticos,
particulas com diferentes estruturas foram obtidas, o que sugere que estes compostos ndo podem
ser considerados inertes no processo de preparo de microparticulas de gelatina, de forma que

as condicdes do processo devem ser ajustadas para cada de ativo a ser encapsulado.

Os ensaios com Gleos essenciais comerciais mostraram que a incorporacdo dos dleos
exerceu efeito significativo sobre os perfis de viscosidade, tamanho de particulas, morfologia e
comportamento térmico das particulas. Percebe-se que a presenca dos oOleos interfere
desempenho da reacdo de formacédo de particulas em suspensdo inversa, inibindo de alguma
forma o curso da reacdo. A presenca de grandes aglomerados foi marcante com reducdo do
tamanho das particulas quando comparados com a referéncia sem adicdo dos Oleos. A
viscosidade das solu¢des com 6leo reduziu significativamente, o que pode explicar os perfis de
distribuicdo deslocados para particulas de tamanho menor. Fica claro que houve um pequeno
aumento da resisténcia térmica das particulas com a adi¢do dos 6leos quando comparado com
as particulas sem 0Oleo. Esse aumento pode ser devido a interacdo dos 6leos esséncias com a
gelatina, promovendo ligagdo entre as cadeias. Mudancas na tensdo superficial ocorreram com
dicdo dos 6leos, embora ndo tenham sido tdo expressivas. E claro a complexidade dos 6leos
essenciais que podem ter efeito inibitorio sobre as reagdes de reticulacdo da gelatina. Do mesmo
modo, é valido destacar que esses compostos podem competir com 0s mesmos sitios que

reagem com a glicose, reduzindo a interacdo desta com a gelatina.

Os resultados da eficiéncia de extracdo de Oleo das particulas foram baixos, mas em
alguns casos tendeu a aumentar com o tempo de reacdo, indicando que os componentes do 6leo
interagem com a matriz de gelatina e que a reticulacdo da gelatina pode afetar a eficiéncia do
6leo, como sugerido pelo comportamento térmico observado. Apesar disso, foi possivel obter
pérolas de gelatina contendo Gleo, embora ajustes de processo possam Ser necessarios para

aumentar a eficiéncia da encapsulagéo de 6leo em trabalhos futuros.

Em relagéo a ensaios iniciais com amido, foi possivel concluir que o uso de temperatura
mais alta de preparo permitiu uma maior solubilizag&o do amido, permitindo obter particulas
esféricas e regulares. Além disso, uma porcentagem menor de amido deve ser utilizada para
garantir a estabilidade do sistema em suspensdo. Analises de distribuicdo de tamanho de

particulas e de microscopia mostraram que as particulas de amido possuem distribuicfes mais
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homogéneas e morfologia esféricas e regulares ao longo do tempo de reagdo, como reportado
para gelatina. A avaliacdo da solubilidade em agua mostrou que as particulas possuem
resisténcia a agua, grande indicador de ocorréncia de ligacdes cruzadas. Resultados mais
precisos foram obtidos; no entanto, ndo puderam ser reportados nesta tese, devido a producao
de uma patente. Mas fica claro que € possivel a producédo de particulas de amido nas condicdes
testadas, podendo ser futuramente testadas para a incorporacéo de ativos.

5.1 Sugestdes para trabalhos futuros

Para trabalhos futuros, sugere-se, inicialmente, o estudo do escalonamento do processo

de producéo das particulas de gelatina e amido, com o objetivo de viabilizar o processo.

Além disso, novas estratégias devem ser desenvolvidas para melhor remocgédo da dgua
do sistema, como uso do vacuo, evitando o uso de solventes para remocdo de agua. O
desenvolvimento de um novo processo de remocao de agua (uso do vacuo) pode evitar a perda

de ativos encapsulados, superando problemas de eficiéncia encontrados nesse trabalho.

Em relacdo ao método de preparacdo, neste estudo os ensaios com 0leos essenciais
foram realizados em reator aberto e sem nenhum cuidado adicional com a luz, além do fato da
remocao da agua ter sido feita com solvente, sendo possivel carrear ativos para o filtrado (neste
caso, ndo analisado). Assim, a proposta de reproduzir essas reacdes em sistema fechado €

propicio para avaliar se havera aumento da eficiéncia dos ativos.

Neste trabalho, somente a encapsulamento de aromas foi investigado. Outros ativos
podem ser também estudados e utilizados em sistemas de liberacdo. Dessa forma, sugere-se
avaliar o encapsulamento e os perfis de liberacdo obtidos com outros 6leos e farmacos, além de

macro e micronutrientes.

Em relacdo a particulas de amido, novas reagdes devem ser realizadas com o intuito de
ter reprodutibilidade do sistema formulado. Também é possivel propor que as particulas de

amido sejam usadas para o encapsulamento de ativos.
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Apéndice A

Caracterizacao da gelatina PhEur

A gelatina utilizada neste trabalho foi cuidadosamente caracterizada por Way
(2013). E indispensavel conhecer as caracteristicas do produto utilizado, uma vez que, a
depender do tipo de tratamento a que s&o submetidas e da origem que tiveram, as gelatinas

apresentam diferencas que podem exercer influencia muito significativa nos resulatdos

obtidos.
e Avaliacdo da massa molar
A analise da massa molar realizada para gelatina PhEur é apresentado na Tabela

4.27.

Tabela 4. 27. Massa molar da gelatina comerciais (PhEur) obtidas através de anélise de

GPC
Gelatina PhEur
Mn (g/gmol) 67275
Mw (g/gmol) 196607
Mz (g/gmol) 526420
Mw/Mn 2,9

e Avaliacdo do pH

O resultado da analise de pH encontrado foi de 5,76, para medida realizada a 60

°C. Provavelmente, a gelatina foi obtida por condicionamento em meio acido.
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e Composicgdo da gelatina
A andlise de composicao da gelatina é apresentada na Tabela 4. 28.

Tabela 4. 28. Resultados da anélise de composi¢do de aminoacidos da gelatina

comerciais
Gelatina PhEur
Aminoéacido Composicéo (%)

Hidroxiprolina 13,47
Aeido s
Serina 2,82
Glicina 21,18
Histidina 1,32
Arginina 8,67
Treonina 1,86
Alanina 8,60
Prolina 13,14
Cisteina 0,00
Tirosina 0,65
Valina 2,09
Metionina 0,71
Lisina 3,93
Isoleucina 1,23
Leucina 2,82
Fenilalanina 1,99
Triptofano 0,00
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Apéndice B

Avaliacdo da quantidade de ions na agua

A avaliacdo da quantidade de ions na dgua foi realizada com formulacéo da reacéo
padrdo (Secdo 3.2) com a variagdo da agua do meio. Foram realizadas reagdes com agua
deionizada, agua destilada e agua da torneira.

Reacdo Padrdo - DE|

——DEI-1h

0.1 1 10 100 1000 10000
Tamanho (um)

Figura 4. 96. Perfil de distribuicdo de tamanho de particulas de gelatina obtidos de
reagBes com agua deionizada ao longo do tempo.

Figura 4. 97. Imagens de microscopia optica de particulas de gelatina obtidas de reacdes
com agua deionizada ao longo do tempo.
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Reacdo Padréo - DES
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Figura 4. 98. Perfil de distribuicdo de tamanho de particula de gelatina de reacGes com a
agua destilada ao longo.

Figura 4. 99. Imagens de microscopia 6ptica de particulas de gelatina obtidas de reacdes
com agua destilada ao longo do tempo.
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Reacdo Padrdo - Tor
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Figura 4. 100. Perfil de distribuicdo de tamanho de particula de gelatina de reagdes com
agua da torneira ao longo do tempo.

Figura 4. 101. Imagens de microscopia Optica de particulas de gelatina obtidas de
reacOes com agua da torneira ao longo do tempo
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