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Resumo

Resumo

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e caracterizar
microcapsulas e nanoparticulas formadas a partir da proteina isolada de
soja (SPI), para futura utilizagdo como dispositivos de encapsulacéo e
liberacdo de agentes ativos. O efeito da concentracdo de SPI,
surfactantes, agentes reticulantes e forga i6nica do meio na morfologia e
distribuicdo de tamanho das particulas foram avaliados. A substancia
encapsulada foi o 6leo de Copaiba, um inseticida natural.

Para a formacdo das microcapsulas, prepararam-se emulsdes o/a
utilizando a SPI como emulsificante. Foi realizado o estudo da
estabilidade cinética das emulsdes o/a durante o armazenamento (4
meses). Devido & grande variacdo na distribuicdo de tamanho das gotas
de Oleo das emulsGes com o tempo de estocagem, optou-se pela
preparacdo das emulsdes in situ e imediata secagem da fase aquosa para
obtenc¢do das microcapsulas. Apos secagem das emulsdes, foram obtidas
microcapsulas de dimensdes variadas, superficies lisas e com auséncia
de poros, como verificada ap6s visualizacdo das microesferas por MEV
e MEV-FEG. A encapsulacdo do 6leo foi confirmada por medidas de
TGA, DSC e FTIR-ATR. Os resultados de SAXS indicaram uma
organizacdo fractal das proteinas SPI na regido interfacial da emulsdo e,
ap0s secagem, nas paredes das microcapsulas. A superficie das
microcépsulas possui estrutura fractal formada por repeticbes de
agregados entre proteinas da SPI.

As nanoparticulas de SPI foram obtidas através do método de
coacervagdo em uma solucdo aquosa hostil. Imagens de TEM indicam
gue as nanoparticulas sdo esferas compactas, massivas e com tamanho
entre 200 a 400 nm. Investigou-se o efeito de diversas variaveis, como
concentracdo de SPI, tipo e concentragdo de surfactante e forga idnica
do meio nas propriedades — tamanho médio, polidispersidade e potencial
Zeta — das nanoparticulas obtidas. Acompanhou-se a evolugdo destas
propriedades durante o tempo de estocagem das suspensdes (4 meses),
com a identificacdo dos processos degradativos das suspensdes.
Medidas de SLS /DLS simultaneas confirmaram a morfologia e
tamanho observados por microscopia, além de indicar que a superficie
das nanoparticulas é formada por cadeias protéicas hidratadas
protuberantes.
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Abstract

Abstract

The main goal of this work was to obtain microcapsules and
nanoparticles made from a biopolymer, namely Soy Protein Isolate
(SPI), for use as drug encapsulation and controlled release devices. We
evaluated the effects of SPI concentration, adition of surfactants and
crosslinkers, ionic strength on the particles morphology and suspension
kinetic stability. The encapsulated substance was the Copaiba oil, a
natural insecticide.

The microcapsules were made from the spray drying of o/w
emulsions stabilized with SPI. The kinetic stabilities of all the emulsions
were tracked for a period of four months. Due to the large shift on size
and polydispersity of the emulsions with their aging we decided to
prepare the emulsion in situ followed by immediate drying to obtain the
SPI microcapsules. The encapsulation of the oil was confirmed through
calorimetric and spectroscopic techniques. Image techniques show the
microcapsules as hollow spheres with a smooth and pore free surface.
SAXS results showed that the proteins indeed rest at the oil drops
interface in the emulsions, through a fractal organization; after drying,
the proteins constitute the microcapsules walls producing a surface with
fractal structure.

In the second part of this work we obtained nanoparticles made
from coaservation of SPI in a hostile buffer solution. Image techniques
showed the nanoparticles as compact spherical objects with diameter
ranging from 200 up to 400 nm. We monitored the effect of several
variables, as SPI concentration, surfactants and ionic strength on the
size, polydispersity and Zeta potential of the nanoparticles suspensions.
The Kinetic stability was measured by following the evolution of these
properties during 4 months. Simultaneous SLS/DLS data confirmed the
size and shape observed by microscopy and indicated that the particles
surface is made from hydrated polymeric chains.
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Introducéo e objetivos

1. INTRODUQAO E OBJETIVOS
1.1. Introducdo e Justificativa

S&o diversas as razfes que estdo direcionando os estudos das
propriedades fisico-quimicas de polimeros de origem natural
(biopolimeros) em laboratorios académicos e industriais. O Brasil é
privilegiado devido a enorme biodiversidade de fauna e flora, além do
grande potencial de cultivo agricola. Neste Gltimo aspecto, destaca-se a
soja, da qual o Pais é o segundo maior produtor mundial, perdendo
somente para os Estados Unidos. Os materiais obtidos a partir da
proteina extraida da soja encontram aplicacdo nos mais diversos setores
de atividade, tais como: adesivos, plasticos, revestimentos,
emulsificantes na quimica de alimentos, terapéuticos, equipamentos para
agricultura e engenharia civil.' A utilizacdo de biopolimeros extraidos
da soja possibilita agregar valor ao agronegdcio, tornando o0s
dispositivos nanotecnolégicos mais baratos e acessiveis a populag¢do
brasileira.

O uso de sistemas poliméricos para a micro e nanoencapsulacio
de agentes ativos oferece muitas vantagens em comparagao aos sistemas
convencionais, pois ndo ha a necessidade de administracfes repetidas;
aumenta a estabilidade do principio ativo; possibilita o direcionamento a
alvos especificos e também a encapsulacdo de substancias hidrofilicas e
hidrofébicas.”

Encontram-se na literatura varios estudos envolvendo a proteina
isolada de soja, principalmente na aplicacdo como biofilmes. Porém,
ndo sdo encontrados estudos explorando a utilizagdo desta proteina na
formacdo de nanoparticulas dirigidas para a liberacdo controlada de
principios ativos. Neste contexto, o objetivo principal deste trabalho é a
preparacdo e a caracterizacdo de micro e nanoparticulas de proteina
isolada de soja (SPI) a fim de testar sua viabilidade como novos
carreadores de diferentes principios ativos.

1.2. Objetivos Gerais

Obter e caracterizar micro e nanoparticulas formadas por
proteina isolada de soja (SPI) para posterior bio-encapsulagdo do 6leo
de copaiba e estudar a influéncia de variaveis na metodologia de
preparacdo e do processo de reticulagdo na morfologia e nas
propriedades fisico-quimicas do material obtido.
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1.3. Objetivos Especificos

Desenvolver estratégias experimentais para a obtencdo de micro
e nanoparticulas de SPI,;

Preparar diferentes sistemas variando as concentraces relativas
dos componentes para obtengdo de microparticulas;

Estudar a estabilidade cinética das emulsfes o/a estabilizadas
por SPI através de medidas de pH, condutimetria, distribuicdo
de tamanho e potencial Zeta;

Avaliar a morfologia da SPI em trés diferentes ambientes: em
suspensao aquosa, na interface o/a e, reticulada, na interface
o/ar das microcapsulas, através de medidas de espalhamento de
raios-X a baixos angulos (SAXS);

Determinar a morfologia e distribuicdo de tamanho das
microparticulas através de técnicas de imagem direta —
microscopia eletronica de varredura (MEV), microscopia
eletronica de varredura com emissdo de campo (MEV-FEG) e
microscopia eletronica de transmissdo (TEM);

Analisar a presenca da substancia encapsulada nas
microparticulas por meio das técnicas de espectroscopia de
infravermelho por reflectincia atenuada total (FTIR-ATR),
andlise termogravimétrica (TGA) e calorimetria exploratoria
diferencial (DSC);

Avaliar a influéncia das concentrac@es relativas e forca ibnica
nas nanoparticulas.

Estudar a estabilidade cinética das nanoparticulas por meio de
medidas de pH, condutimetria, distribuicdo de tamanho e
potencial Zeta;

Determinar a morfologia das nanoparticulas através DLS/SLS e
TEM.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Biopolimeros

Diferentemente das moléculas pequenas, onde o interesse esta
principalmente associado as suas propriedades quimicas, as
macromoléculas sdo importantes, devido suas propriedades fisicas: sdo
as caracteristicas fisico-quimicas particulares dos polimeros que os
fazem onipresentes em nosso dia-a-dia. Em relagcdo a sua forma de
obtencdo, os polimeros podem ser divididos em dois grandes grupos:
polimeros de ocorréncia natural (biopolimeros) e polimeros sintéticos.
Uma vez que os trés tipos de polimeros predominantes na natureza sao
os 4cidos nucléicos, as proteinas e os polissacarideos,® podemos citar
como exemplos de biopolimeros o DNA (um polinucleotideo, a
molécula que guarda a informacgdo genética), as enzimas (polipeptideos
catalisadores de reagdes quimicas que ocorrem no organismo dos seres
vivos) e o amido (polissacarideo, que é uma das fontes de energia para
0s seres humanos).

Geralmente, os biopolimeros apresentam maior complexidade em
sua estrutura quimica quando comparados com os polimeros sintéticos.
Também possuem menor estabilidade a elevagdo de temperatura e sdo
mais biodegradaveis que os sintéticos.* A rapidez da deterioracéo
confere aos polimeros naturais carater mais ecolégico, tornando-os
significativamente mais importantes quando o objetivo € a diminuicdo
do impacto ambiental provocado pelos polimeros sintéticos. Entretanto
algumas caracteristicas dos polimeros naturais tais como seu carater
hidrofilico, répida velocidade de degradacdo e, em alguns casos,
propriedades mecanicas insatisfatorias sob ambientes com alta umidade
relativa, podem representar desvantagens para muitas aplicages.’

Embora originalmente os biopolimeros fossem utilizados quase
que da mesma forma que se encontravam na natureza, atualmente
sofrem modificacdes fisicas e quimicas

para lhes conferir propriedades desejadas, como maior
resisténcia, menor solubilidade, maior viscosidade, entre outros. Estas
modificacBes intensificam o uso destes materiais na obtencdo de
agregados e particulas de dimensdo nanométrica — estendendo sua
aplicacio também & nanotecnologia.’

As proteinas sdo as macromoléculas mais abundantes nas células
vivas e sdo construidas por um conjunto de 22 aminoacidos unidos por
ligacGes peptidicas — ligagdo quimica que ocorre entre duas moléculas
guando o grupo carboxila de uma molécula reage com o grupo amino de
outra, liberando uma molécula de agua. Desta forma, o polipeptideo
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(polimero de aminoécidos que contém um elevado ndmero de
mondmeros) é um heteropolimero linear, onde as unidades que se
repetem (monbmeros) sdo denominadas residuos de aminoéacidos. Os
polipeptideos de ocorréncia natural sdo formados por 40 até 4000
residuos de aminoécidos.> Como cada aminoacido contém uma cadeia
lateral diferente que Ihe confere individualidade quimica, as proteinas
possuem uma grande versatilidade funcional devido as diversas
sequéncias na qual os aminoacidos podem estar dispostos ao longo da
cadeia.

Devido ao grande nimero de ligagdes intramoleculares entre os
residuos de aminoacidos de um polipeptideo, a descri¢do estrutural de
uma proteina envolve quatro etapas: a descricdo de sua estrutura
primaria, da secundaria, da terciaria e da quaternaria. A estrutura
primaria de uma proteina consiste na seqiiéncia de aminoacidos da sua
cadeia peptidica e a posicao de todas as ligagdes dissulfeto cruzada entre
residuos da cadeia. A estrutura secundaria é o arranjo espacial de
pequenos segmentos da cadeia do esqueleto protéico. A fim de
minimizar a energia, a cadeia protéica tende a se dobrar em uma
geometria repetitiva, como uma a-hélice ou uma folha 3 pregueada. Nas
a-hélices a conformacdo da cadeia peptidica é estabilizada por ligac6es
de hidrogénio entre 0 grupo amino de um aminoacido e um grupo
carboxila situado quatro residuos adiante, na mesma  cadeia
polipeptidica. Na estrutura em folha B pregueada os aminoacidos
assumem a configuracdo de uma folha de papel pregueada e a estrutura
¢ estabilizada por ligacbes de hidrogénio entre os grupos amino e
carboxila de diferentes cadeias polipeptidicas. Devido, em parte, ao fato
de certos aminoéacidos, como a prolina, destruirem a estrutura helicoidal,
h& segmentos da cadeia que ndo apresentam ligagdes transversais e
assumem, por sua vez, uma configuracao ao acaso.

A estrutura tercidria de uma proteina descreve a estrutura
tridimensional de todo o polipeptideo. Caso uma proteina tenha mais de
uma cadeia polipeptidica, ha a estrutura quaternaria, que é 0 modo como
as subunidades protéicas estdo arranjadas umas em relacdo as outras e,
no caso de proteinas complexas, com 0s grupos quimicos nao protéicos,
tal como o grupo heme na hemoglobina® (Figura 1). Ainda, as estruturas
secundaria, terciaria e quaternaria das proteinas podem ser modificadas
por agentes quimicos e fisicos, como aquecimento, tratamento
mecanico, acidos ou bases e irradiacio.’
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ESTRUTURA PRIMARIA
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ESTRUTURA SECUNDARIA

folha 3 pregueada
ESTRUTURA TERCIARIA ESTRUTURA QUATERNARIA

Grupo heme

B polipeptideo

Figura 1. llustragdo das estruturas primaria, secundaria, terciaria e quaternaria das

proteinas.’

A autoassociacdo de cadeias protéicas leva a formacdo de
agregados com diferentes formas; as proteinas podem ser classificadas
em virtude da morfologia destes agregados, como proteinas fibrosas ou
globulares. As fibrosas consistem em cadeias polipeptidicas ordenadas
lado a lado em longos filamentos e se apresentam de forma rigida e
insolivel em 4&gua. A elastina, presente nos ligamentos e artérias
elasticas, e a queratina, presente na pele e pélos, sdo exemplos de
proteinas fibrosas. As proteinas globulares sdo comumente enoveladas e
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compactas, tendo uma estrutura quase esférica e normalmente séo
sollveis em agua.” Possuem mobilidade dentro das células e como
exemplo classico desse fendmeno tem-se a hemoglobina, molécula que
transporta o oxigénio do pulmao para as células.

As proteinas exercem muitos papéis cruciais nos processos
bioldgicos: determinam a forma e a estrutura de uma célula, sdo 0s
principais instrumentos de reconhecimento molecular, séo catalisadores
da maioria das reagdes bioldgicas, sdo recipientes de armazenamento e
transporte de outras substancias pelo corpo, sdo protagonistas de
processos de defesa bioldgica e coagulagdo sanguinea.® *°

2.1.1. Proteina Isolada de Soja

A soja é a Unica leguminosa que contém 0s nove aminoacidos
essenciais na proporcdo correta para a salde humana. A proteina de soja
é, portanto, classificada como uma proteina completa e de alta
qualidade. E uma proteina de base vegetal que contém uma qualidade
protéica igual a da carne, leite e ovos. Seus beneficios nutricionais
incluem uma boa fonte de fosforo, potassio, vitamina B, zinco, ferro e a
vitamina antioxidante E; além de proporcionar reducdo do colesterol,
aumentar a densidade éssea, prevenir contra 0 cancer de mama, préstata
e tiredide e aliviar os sintomas da menopausa (reducdo das ondas de
calor)." Entretanto, o forte sabor das proteinas de soja limita suas
aplicages nas indstrias alimenticias.™

Uma boa alternativa para o uso de proteinas de soja em produtos
alimenticios € o extrato conhecido como proteina isolada de soja (SPI),
gue se encontra na forma de um pé de coloracdo creme e sabor suave.
Com mais de 90% de proteinas em peso seco,* a SPI é a forma mais
refinada entre os derivados protéicos mais comuns e comparada com as
demais proteinas (do trigo, do leite, dos ovos e da carne), contém
maiores quantidades dos aminodcidos anabdlicos, como a arginina € a
glutamina. E produzida a partir dos flocos de soja, através de um
processo que utiliza extracdo aquosa e aquecimento minimo™ e separada
dos demais componentes ndo-protéicos através de um processo de
purificacdo em etapas baseado em sua solubilidade.** > Em geral, uma
farinha desengordurada é preparada através de uma solugéo alcalina (pH
8.0) apos a remocdo da casca e do 6leo dos grdos de soja. A partir da
farinha se obtém a SPI por meio de uma processo de extracdo em fase
aquosa que usufrui da variacdo da solubilidade da proteina em fun¢éo do
pH, como exibido na Figura 2.***/
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Figura 2. Diagrama de solubilidade da SPI em funcéo do pH."

Produto praticamente livre de carboidratos e de gordura, a SPI ¢é
constituida pelas proteinas de armazenamento da soja e compreende um
conjunto de macromoléculas de tamanhos e estruturas variadas
compostas a partir de 18 residuos de aminoacidos distintos (Tabela 1).
Com base na velocidade de sedimentacdo, solugdes aquosas de SPI
submetidas a ultra-centrifugacdo exibem aproximadamente 15 fracdes
distintas. Todavia, a proteina pode ser fracionada em quatro fracdes
principais identificadas como 2S (20-22%), 7S (37%), 11S (31-40%) e
15S (10-11%)*" As proteinas mais abundantes encontradas na soja s&o
as globulinas (= 70%), que sdo em sua maioria glicinina (11S) e -
conglicinina (parcela 7S da globulina).*® *®
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Tabela 1. Principais aminoécidos presentes na SP1.Y"

Aminoscidos Composicélo (a/163 de
Metionina 1,26
Triptofano 1,28

Cisteina 1,33
Histidina 2,53
Tirosina 3,14
Treonina 3,86
Glicina 4,18
Alanina 4,26
Isoleucina 4,54
Valina 4,80
Fenilalanina 4,94
Serina 5,12
Prolina 5,49
Lisina 6,38
Arginina 7,23
Leucina 7,78
Acido Aspartico 11,70
Acido Glutamico 18,70

Estruturalmente, a SPlI é uma mistura predominantemente
formada por proteinas globulares e, em agua, apresenta agregados
multiprotéicos na forma de esferas.'® As propriedades funcionais da SPI
sdo determinadas por sua estrutura quimica e suas interagdes com outros
componentes. Contudo, essas propriedades sdo limitadas por sua baixa
solubilidade, particularmente se o pH esta proximo do ponto isoelétrico
da proteina.'®

A SPI tem sido alvo de muitos estudos devido sua excelente
biodegradabilidade, biocompatibilidade e propriedades, como a
capacidade de formar filmes, gelificacéo, emulsifica%éo, propriedades de
absorgdo de agua e é um estabilizante de espumas.”’ E utilizada como
alternativa nutricional, funcional ou econdmica em substitui¢do a outros
tipos de proteinas tradicionais em alimentos como bebidas, produtos de
panificacdo, paes, cereais, carne de frango, carne de gado e produtos de
pescado.™ A vasta gama de aplicacdes inclui a formacéo de filmes,?" %
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estabilizante de emulsées,? revestimentos, infra-estrutura marinha e
engenharia civil.> %

Apesar da auséncia de trabalhos que estudam a preparagdo e
caracterizacdo de nanoparticulas de SPI, na literatura sdo encontrados
trabalhos que descrevem a obtencdo de microparticulas formadas por
essa proteina. Um exemplo é o trabalho de Gan e colaboradores;” os
autores prepararam, através do método de coacervacdo seguido de
reticulagdo, microcdpsulas de SPI contendo em seu interior dleo de
peixe. O rendimento foi de 98% de conversdo da SPI em microcapsulas
com diametro médio entre 260 e 280 um. Em seguida, a reticulacdo de
Maillard foi realizada com ribose ou sucrose e as microcapsulas
reticuladas foram menos sollveis em agua quando comparadas ao
controle. A liberacdo do 6leo de peixe foi mais lenta nas capsulas com
ribose e estas foram mais estaveis cineticamente em comparacdo as
microcépsulas reticuladas com sucrose. Os autores correlacionaram tais
resultados a liberacdo de produtos antioxidantes durante a reacdo de
Maillard, que geram uma taxa menor de permeabilidade de gas através
das capsulas.

Em outro trabalho recente, microcapsulas de SPI com pectina
para encapsulacdo de caseina hidrolisada foram preparadas através do
método de coacervacdo complexa, por Mendanha e colaboradores.?® A
morfologia, a hidrofobicidade, a tensdo superficial, a eficiéncia de
encapsulacdo e testes sensoriais foram avaliados em todas as amostras.
Segundo os autores, a estabilidade das amostras foi maior em agua
gelada e a hidrofobicidade diminuiu inversamente com a quantidade de
caseina hidrolisada nas microcapsulas. A eficiéncia de encapsulacdo
variou de 91,6 a 78,8% e a tensdo superficial das microcépsulas foi
maior quando comparada a caseina ndo encapsulada. Os resultados do
teste sensorial nas capsulas evidenciaram a diminuicdo do gosto amargo
da caseina hidrolisada mostrando que o método de coacervacdo
complexa, usando a SPI e a pectina como material de revestimento, foi
ndo s eficiente na microencapsulacdo mas também na atenuagdo do
sabor da caseina hidrolisada. De maneira semelhante, Favaro-Trindade e
colaboradores®’ prepararam microcapsulas de SPI com gelatina, pela
técnica de spray drying, para a encapsulacdo de caseina hidrolisada. As
particulas obtidas foram esféricas e apresentaram concavidades e poros.
Segundo os autores, os resultados sensoriais evidenciaram a atenuagdo
do gosto amargo da substancia encapsulada, indicando que a mistura
SPl/gelatina pode ser usada para a encapsulacdo de caseina para fins
alimenticios.
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2.2. Oleo de Copaiba

Nativas da regido tropical da América Latina, as copaibas séo
arvores encontradas na regido que se estende do México ao norte da
Argentina. Das 72 espécies existentes do género Copaifera, 16 séo
encontradas no Brasil.”® Popularmente conhecidas como mari-mari,
copafba-roxa, pau-d’6leo ou simplesmente copaiba®® essas arvores sio
facilmente encontradas na regido Amazonica e Centro-Oeste do Brasil.
Entre as espécies mais abundantes presentes no territorio nacional
destacam-se C. officinalis L., C. guianensis Desf., C. reticulata Ducke,
C. Multijuga Hayne, C. confertifl ora Bth., C. Langsdorffii Desf., C.
coriacea Mart., C. cearensis Huber ex Ducke® Pertencente & familia
Leguminosae-Caesalpinoideae, a copaibeira é usada com frequéncia
pela populacio tradicional da regido amazonica.®

O 6leo de copaiba é comumente conhecido como balsamo de
copaiba, entretanto, a designacdo correta é Oleo-resina, por ser um
liquido constituido por acidos resinosos e compostos voléteis.® Esse
6leo é um liquido transparente de coloracdo que varia de amarelo a
marrom.* Sua coleta é realizada de forma sustentavel por incisio com
trado no tronco, a mais de um metro de altura do solo. Esse 6leo é
utilizado pelas industrias de cosméticos e de vernizes resistente a alta
temperatura e também para fins medicinais da qual se atribuem
propriedades antiinflamatdrias, anti-sépticas, analgésica,®® sendo ainda
utilizado no tratamento de doencas venéreas e lesdes dérmicas.* O 6leo
de copaiba ainda é utilizado em diversos outros usos medicinais, embora
muitas aplica¢des necessitem de pesquisas para comprovar a eficacia e
determinar a dosagem recomendada. Em reportagem publicada na
revista Galileu (2002),* pesquisadores da Fundagdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ) resumiram as diversas aplicagcdes farmacéuticas do 6leo
frisando que "o 6leo de copaiba é uma verdadeira farméacia natural”.
Além das aplicacBes medicinais, o 6leo possui reconhecido J)otencial
para ser utilizado como fixador de perfumes, tintas e vernizes,” além do
possivel uso como combustivel em substituigéo do éleo diesel, uma vez
gue sua composicdo molecular é compativel.**

O Oleo é produto da desintoxicagdo do organismo vegetal e
funciona como defesa da planta contra animais, fungos e bactérias.®
Uma mesma arvore, quando explorada em periodos diferentes, podera
produzir dleos de qualidade diferente, inclusive de intensidade de cor,
densidade e componentes quimicos.** ¥ O 6leo apresenta certa
variedade na porcentagem de seus componentes, parecendo essa ser
mais sensivel a fatores abiéticos (como insetos e fungos) do que a
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luminosidade e nutrientes. Além disso, dependendo do tipo de 6leo,
também podem ser notadas diferencas em sua composi¢do quimica
devido a eventual mistura dos 6leos de espécies botanicas variadas, ou
ainda de espécimes de idades e locais distintos. HA uma caréncia de
estudos quimicos visando a caracterizacdo do OGleo de copaiba,
entretanto, no que se refere a composicao quimica dos 6leos-resinas das
espécies de Copaifera, observa-se a predominéncia de diterpenos e
sesquiterpenos, como 0 a-humuleno, o e B-selineno, B-bisaboleno e B-

cariofileno (Figura 3).% %
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Figura 3. Estrutura quimica do (a) a-humuleno, (b) B-selineno, (c) B-bisaboleno e (d)
B-cariofileno.

2.3. Micro e Nanoparticulas

Micro e nanoparticulas podem ser obtidas por varios materiais,
incluindo polimeros, compdsitos ceramicos, metais e sais inorganicos.
Devido a sua baixa densidade, grande area superficial, estabilidade e
permeabilidade superficial, essas particulas sdo de grande interesse
cientifico e tecnoldgico em diversos setores industriais. Sdo largamente
usadas na encapsulacdo e na liberacdo controlada de varias substancias,
desde pigmentos, aromas e pesticidas a farmacos e nutrientes.”* O
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processo de encapsulacdo pode ocorrer por mecanismos diferentes; por
esta razdo, estes sistemas podem ser matriciais ou tipo reservatorios,
sendo denominados de esferas ou capsulas, respectivamente. As esferas
(Figura 4A) sdo sistemas matriciais homogéneos constituidos por uma
rede polimérica em que o principio ativo encontra-se dissolvido,
distribuido na forma de cristais ou adsorvido na superficie das
particulas. As cépsulas (Figura 4B) sdo sistemas vesiculares
heterogéneos em que o farmaco encontra-se confinado em uma cavidade
aquosa ou oleosa, o qual se encontra envolvido por uma Unica
membrana polimérica de espessura variavel.**

Figura 4. Representacdo de (A) esfera® e (B) capsula.*

A maior vantagem das cépsulas sobre esferas reside na sua
capacidade de encapsular maiores quantidades de principios ativos
hidrofdébicos. Além disso, em virtude do confinamento do principio
ativo na cavidade, o efeito de liberacdo inicial (ou efeito burst) pode ser
reduzido consideravelmente.**

2.3.1. Microparticulas poliméricas

As microparticulas poliméricas encontram muitas aplicagdes
industriais. Sdo de extrema importancia na industria farmacéutica por
permitirem o desenvolvimento de farmacos com capacidade de liberar
principios ativos somente nas doses desejadas e nos locais especificos
nos quais devem agir. Definidas como particulas esféricas com
tamanhos que variam de 1 a 250 um, as microparticulas apresentam
como caracteristicas o tamanho e volume pequenos, grande Aarea
superficial, alta difusibilidade, uniformidade e formam dispersdes
cineticamente estaveis.*

As caracteristicas de encapsulamento e liberagdo das
microparticulas obtidas estdo intimamente correlacionadas com as

23



Revisdo bibliografica

propriedades dos polimeros utilizados. A liberacdo do principio ativo
pode ser modulada através do ajuste de diversos parametros, como o
emprego de polimeros com diferentes massas molares, uso de
copolimeros ou blendas poliméricas, acdo de aditivos, reticulagdo da
matriz polimérica, entre outros. Os principios ativos podem ser
encapsulados por diferentes métodos, dependendo do tipo do material,
da aplicacdo e do mecanismo de liberacdo desejado para sua agdo. A
diferenca entre os métodos estd na forma de aprisionamento do principio
ativo pelo material encapsulante, sendo que a combinacgdo entre os dois
pode ser de natureza fisica, quimica ou fisico-quimica.*®

A microencapsulacdo oferece diversas vantagens frente aos
sistemas unitarios convencionais, uma vez que possibilita modular os
perfis de liberagdo de diversas maneiras. A substancia encapsulada
pode ser liberada por meio de estimulos mecanicos (rompimento das
microcapsulas através de pressdo), através de difusdo a partir do
carregador ou ainda pode ter sua liberacdo modulada pela decomposigédo
do sistema.*” A microencapsulacio evita a reatividade elevada e a
oxidacdo de varios minerais que alteram a cor e/gosto do material
quando sdo incorporados. Nesses casos, 0 sabor dos minerais nos
produtos enriquecidos é mascarado, a reatividade com outros
componentes € reduzida e a liberacdo é controlada, permitindo uma
melhor absorgdo.*® Além disso, as microparticulas viabilizam a protecéo
do principio ativo, melhoram a eficiéncia do tratamento e permitem o
uso de menores quantidades do principio ativo a ser encapsulado.*’

Apesar do crescente interesse da industria, a falta de
conhecimentos basicos sobre mecanismos de formacéo de particulas e
sobre as possibilidades de aplicacdo dos varios processos de
microencapsulagdo conhecidos ainda limita o uso dos produtos
microencapsulados. Os produtos microencapsulados postos a venda no
Brasil (farmacos antiinflamatérios, vitaminas e suplementos minerais,
cosmeéticos e fertilizantes) sdo, em sua maioria, importados, pois poucas
empresas dominam esta tecnologia.*®

2.3.2. Nanoparticulas poliméricas

Nanoparticulas poliméricas sdo sistemas coloidais que tém
recebido consideravel atencdo nos Gltimos anos, 5|oarticularmente aquelas
preparadas a partir de polimeros biodegradaveis.”

As particulas obtidas podem ser na forma de agregados solidos,
como nanoesferas, ou de materiais compartimentalizados, como
vesiculas ou nanocépsulas. O tamanho das nanoparticulas obtidas pela
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auto-associacdo de polimeros varia de algumas dezenas até 500
nanometros.*" **

Em funcéo da distinta composigéo interna, os sistemas coloidais
poliméricos permitem a inclusdo, em sua estrutura, de principios ativos
com caracteristicas fisico-quimicas bem diferenciadas: desde moléculas
altamente hidrofébicas a principios ativos hidrofilicos e polares. Nas
nanoparticulas, o principio ativo encontra-se associado, encapsulado ou
adsorvido. A principal vantagem da nanoencapsulagdo é a obtencdo de
acao prolon%ada, ou controlada, do principio ativo incorporado ou
encapsulado. Outras vantagens na utilizacdo de sistemas poliméricos
para a nanoencapsulagdo de principios ativos incluem a protecdo frente
a degradacdo, a diminuigdo dos efeitos toxicos e reducdo do numero de
administracdes.>

A versatilidade destes sistemas poliméricos permite que o
tamanho e as caracteristicas da superficie das particulas obtidas possam
ser modulados para atender as necessidades da aplicacdo: adequacdo a
uma determinada via de administracdo, liberacdo seletiva apenas no
tecido alvo ou ajuste da cinética de degradagdo da matriz e liberagdo do
principo ativo.>

2.4. Técnicas de Preparacdo de Micro e Nanoparticulas

Vérias técnicas sdo descritas na literatura para a preparagdo de
micro e nanoparticulas. Entretanto, 0 método de obtencédo de particulas
representa um fator crucial para as suas caracteristicas fisico-quimicas
como distribuicdo de tamanho e morfologia, 0 que, em contrapartida,
determina 0 comportamento destas em relacdo a encapsulacdo e
liberago de principios ativos.”

As particulas poliméricas podem ser preparadas por meio de
métodos fisico-quimicos, tais como difusdo do solvente, inchamento
osmotico, secagem em torre de aspersdo (spray drying), emulsdo
seguida da evaporagdo do solvente, miniemulsdo, coacervacao,
poliadicéo ou policondensaco.”

Particulas de biopolimeros, como caseina,”’ gelatina,*® glaten de
trigo,* gliadina> e quitosana® tém sido largamente preparadas através
de métodos fisico-quimicos.

2.4.1. Emulsificac@o/evaporacao do solvente

Para a obtencdo de particulas, o método de
emulsificacdo/evaporacdo do solvente tem sido freqlientemente
empregado frente & simplicidade dos procedimentos envolvidos e a
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possibilidade de otimizagcdo das caracteristicas fisico-quimicas das
particulas por meio da escolha dos componentes da formulagéo e das
condices de preparac&o.®

Nesse método, uma solugao polimérica em um solvente organico
volatil € emulsificada em uma fase aquosa, contendo um agente
estabilizante. O solvente orgénico é removido da fase interna pela
aplicacdo de calor, vacuo® ou ainda, pela sua evaporacio em
temperatura ambiente, que pode ser acelerada pela adicdo de um
solvente extrator.®® As particulas formadas sdo separadas por filtracdo
ou centrifugacéo, lavadas com solvente adequado e secas sob condigdes
apropriadas ou liofilizadas.**

Apesar da simplicidade dos procedimentos envolvidos, a
formacdo das particulas pode ser influenciada por diversos fatores,
destacando-se a agitacdo e natureza do estabilizante e dos solventes
empregados na preparacdo. A capacidade de dissolucdo do polimero €
uma caracteristica desejavel do solvente da fase interna. Além dessas
caracteristicas, o solvente deve ser imiscivel na fase continua e
apresentar baixo ponto de ebuli¢cdo. A fim de garantir a formagdo das
particulas e proporcionar elevada taxa de encapsulagéo, o principio ativo
e o polimero também devem ser insoltveis na fase externa.®

Estudos relacionados & preparacdo de particulas de proteina
através da técnica de emulsificagdo/evaporacdo do solvente tem sido a
escolha de muitos pesquisadores em trabalhos na literatura cientifica
devido a sua excelente biodegradabilidade e biocompatibilidade em
ambientes  fisiolégicos. Andreani e colaboradores*”  preparam
microparticulas de gliten de trigo, através da técnica de
emulsificagdo/evaporacdo do solvente, para uso como dispositivos de
liberacdo controlada, e avaliaram o efeito da adi¢do de polietileno glicol
(PEG). Foram obtidas particulas em torno de 18 pm e com a porosidade
variando com a presenca de PEG. A eficiéncia de encapsulacdo do
farmaco modelo aumentou com a presenga de PEG e os resultados de
DSC e de FTIR indicaram a existéncia de intera¢fes intermoleculares
entre as macromoléculas.

Em outro trabalho, Chen e Subirade® obtiveram microesferas de
proteina do soro do leite e alginato de sodio para utilizagdo como
matrizes biocompativeis na administracdo oral de compostos bioativos
sensiveis. As microesferas mostraram a habilidade de retardar a
liberacdo de compostos no estdbmago, porém permitindo a completa
liberacdo no intestino delgado.
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2.4.2. Spray drying

A aspersdo em torre de secagem, também chamada de
nebulizacdo ou spray drying € um processo de pulverizacdo e secagem
de particulas liquidas e solidas, muito usado, por exemplo, na obtencédo
de leite em pd. E ainda, a técnica de encapsulamento mais econdmica,
tendo um vasto uso na inddstria de aromas, onde seu custo de producao
é baixo, quando comparado com outros métodos.®® O  procedimento
de encapsulacdo se baseia na pulverizacdo de uma solucdo ou suspensao
polimérica contendo o principio ativo em uma cdmara de secagem. O
principio ativo é dissolvido ou disperso na solugdo polimérica e a
mistura liquida é dividida sob a forma de finissimas goticulas para
dentro da camara de secagem cujo interior circula ar aquecido. A rapida
evaporacdo da dgua permite manter baixa a temperatura das particulas,
de maneira que a alta temperatura do ar de secagem ndo afete
demasiadamente o produto. Sendo assim, a técnica de spray drying é
capaz de diminuir a temperatura de vaporizacdo necessaria para a
eliminagdo do solvente, obtendo-se entdo o produto encapsulado.®” Os
parametros fundamentais de controle de secagem para as caracteristicas
do produto obtido sdo: temperatura de entrada e saida do ar, fluxo do ar
de secagem, distribuicdo de temperatura e umidade, tempo de resisténcia
da amostra, parametros de injecdo da amostra e geometria da camara.®®

Wang e Langrish® desenvolveram um modelo de secagem de
particulas para descrever as composicoes e as temperaturas de particulas
preparadas por spray drying usando diferentes cinéticas de secagem. O
modelo simula a cinética de secagem dentro de um spray dryer e
também esclarece os efeitos da solubilidade de sélidos, assim como a
atividade de superficie dos componentes. As cinéticas de secagem das
particulas foram examinadas sob condi¢es isotérmicas com baixas
concentracdes de sélidos obtendo sucesso na comparacédo dos resultados
da cinética com os analiticos. O calor interno e externo e 0s processos
de transferéncia de massa encontrados concordam com a literatura.

A técnica de spray drying é amplamente utilizada em sistemas
gue visam a encapsulacdo de principios ativos que possuem odor e/ou
gosto forte. A fim de atenuar o gosto amargo da caseina hidrolisada,
Ortiz e colaboradores” utilizaram a técnica de spray drying para
encapsular esse produto usando a proteina isolada de soja como material
de revestimento. As microcépsulas formadas apresentaram tamanho
entre 9,2 e 11,3 pm e auséncia de porosidade. Houve aumento da
hidrofobicidade do material encapsulado ap6s a formacao das capsulas e
o0s resultados de teste sensorial consideraram as amostras encapsuladas
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menos amargas quando comparadas a caseina hidrolisada pura,
mostrando assim, que a técnica de spray drying com SPI é um método
eficiente para a microencapsulacdo e atenuacdo do gosto amargo da
caseina hidrolisada.

2.4.3. Coacervacdo

De acordo com a definigdo da IUPAC (“IUPAC Compendium of
Chemical Terminology, eletronic version”), a coacervagdo é a separacdo
de duas fases liquidas em sistemas coloidais. A fase mais concentrada
no componente coloidal é o coacervado e a outra fase é a solugdo de
equilibrio. A separacdo de fases ou coacervacdo simples e complexa
transforma substancias inicialmente solGveis, tais como polimeros e
ceras, em materiais insol(iveis no mesmo meio.*®

Sob o termo de coacervacdo, estdo agrupadas uma série de
técnicas de encapsulacdo baseadas na desolvatagdo do polimero
induzida por algum procedimento que conduz a alteracdo das
caracteristicas do meio. Quando apenas uma Unica macromolécula esta
presente, o processo é designado por coacervagdo simples. Entre os
procedimentos capazes de induzir a precipitagdo do polimero sob a
forma de esferas destacam-se a mudanca de temperatura, a modificacao
do pH e a adicdo de um ndo solvente, sal ou de outro polimero
incompativel,”* que promovem as interacdes macromolécula-
macromolécula em detrimento das interagdes macromolécula-solvente.

A coacervacdo complexa é o processo de separacdo de fases
baseado na desolvatacdo simultdnea de dois ou mais polieletrdlitos
carregados opostamente induzida por modificacbes no meio. Esta
separacdo de fases é dependente do pH, forca ibnica do meio e
concentragdo do polifon.”

A estrutura final e a composicdo das nanoestruturas obtidas séo
resultantes de uma complexa contribuicdo das caracteristicas fisico-
guimicas do polimero, da substancia a ser encapsulada, solventes e
agentes emulsificantes. Estes Gltimos tém como funcdo estabilizar a
dispersao dos glébulos na forma de suspensao, prevenindo a agregacdo e
a coalescéncia das particulas.”

Lazko e colaboradores’ utilizaram glicina de soja como material
de revestimento na encapsulacdo do hexadecano utilizando o método de
coacervagdo. Através da investigacdo das condicbes apropriadas da
emulsificacdo e coacervacgdo, chegou-se a conclusdo que aquecimento
(55 °C) e pH é&cido durante a etapa da emulsificacdo realcam
significativamente o depdsito de glicina de soja em volta das gotas de
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6leo. A etapa de coacervacdo foi responsavel pela morfologia e
estabilidade das microcapsulas e seu controle inicial, pelo reajuste do
pH, permitiu uma precipitacdo homogénea da glicina de soja em torno
das gotas de 6leo assim como a auséncia de fendmenos de agregacao.

2.5. Reticulacao Polimérica

Quando comparados aos materiais sintéticos, os biopolimeros,
tais como proteinas e polissacarideos, sdo geralmente uma alternativa
ecologicamente importante. Todavia, dependendo da aplicagdo a qual se
destina o0 material, sua solubilidade em agua pode ser uma desvantagem.
O processo de reticulacdo, responsavel pela formacdo das ligacdes
cruzadas entre as cadeias poliméricas, pode contornar esse problema,
além de ser uma forma de alterar a resisténcia quimica, as propriedades
adesivas, a estabilidade térmica e mecénica e a taxa de degradagio do
material.”

A reticulacdo consiste na formacdo de ligacGes covalentes
estaveis entre segmentos de cadeias polipeptidicas dentro da proteina
(ligagBes intramoleculares) ou entre cadeias poliméricas vizinhas
(ligacBes intermoleculares)” formando uma estrutura em rede
tridimensional, normalmente mais rigida que o material ndo reticulado.
O processo dificulta o empacotamento das cadeias poliméricas
impedindo a formacéo de regides cristalinas.” As ligacdes cruzadas sio
vitais para manter a conformacdo de determinadas proteinas, e podem
controlar o grau de flexibilidade das cadeias polipeptidicas. Atualmente,
dois métodos principais de reticulagdo vém sendo descritos para as
proteinas: a reticulacéo fisica e a reticulacdo quimica.

Mesmo ndo permitindo um total controle do grau de reticulacdo
da matriz polimérica, os métodos fisicos mais utilizados sdo o
tratamento térmico do material e a radiacdo UV. Os métodos quimicos
utilizam agentes reticulantes que atuam na ligacdo covalente de residuos
de ggferentes grupos funcionais das proteinas, como NH,, COOH, SH,
etc.

2.5.1. Reticulacao fisica

Quando submetidas a tratamento térmico, as proteinas possuem a
habilidade de formar ligacdes dissulfeto,”” que sdo os tipos mais comuns
e melhor caracterizados de ligagdes covalentes nas proteinas. As
ligagGes dissulfeto sdo formadas pelo acoplamento oxidativo de dois
residuos do cisteina adjacentes dentro da matriz protéica. Um agente
oxidante aceita os &tomos de hidrogénio dos grupos tidis dos residuos de
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cistefna, formando assim as ligagdes de dissulfeto,”® como mostrado no
esquema da Figura 5.

SH /

SH redugéo

oxidagdo

Figura 5. Esquema representativo da reticulagao fisica de residuos protéicos.

Stuchell e Krochta relataram que as estruturas quaternarias das
proteinas 7 e 11S da SPI podiam ser destruidas pelo tratamento térmico.
O calor também desnatura as estruturas secundérias e terciarias das
proteinas e possibilitam intercambio do dissulfeto entre as moléculas de
proteina.

Cao e Chang™ descreveram que durante o tratamento térmico,
partes da estrutura tridimensional da 11S é desnovelada e uma porcéao de
residuos hidrofébicos (grupos —SH e ligagdes S-S) ficam expostos para
a agua. Quando a distancia entre as moléculas é pequena o suficiente,
ocorre polimerizacdo intermolecular através de forgas moleculares dos
grupos tidis, ligacbes dissulfeto e/ou ligaces hidrofébicas, resultando
em uma rede intermolecular.

As ligagbes dissulfeto sdo importantes porque conferem
estabilidade térmica as proteinas. Masaki e colaboradores®
conseguiram, por meio dessas ligacfes covalentes, explicar a
estabilidade da lisozima da clara do ovo, que possui quatro ligagcdes
intermoleculares de dissulfeto em sua conformacdo. Esta estabilidade
térmica influencia muitas das propriedades da clara de ovos observadas
durante o cozimento. Ainda na area de alimentos, Lindsay e Skerritt®
relatam que as ligagGes dissulfeto sdo importantes na formagéo de massa
de pdo, uma vez que estas ligacdes sdo formadas durante a mistura da
farinha de trigo com a &gua resultando na producdo de uma rede
protéica com propriedades viscoelasticas exigidas para a sua producao.
2.5.2. Reticulagao quimica

A toxidade do agente reticulante empregado para a reticulagéo do
polimero é um fator importante a ser considerado. A efetiva reticulagdo
de polissacarideos e proteinas pode ser realizada com o uso de
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carbodiimidas, como 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida
(EDC) (Figura 6). Seu uso é vantajoso porque ndo é incorporado a
estrutura da proteina reticulada, tendo como subproduto da reacédo
somente um derivado de uréia solGvel em &gua, que pode ser removido
por sucessivas lavagens. Além disso, ndo € toxico, quando comparado a
reticulantes como formaldeido e glutaraldeido.®?

Figura 6. Estrutura quimica do EDC.

O EDC promove a formacgdo de ligagbes amida entre grupos
carboxilicos dos residuos de &cido glutamico e acido aspartico e grupos
amino, mais frequentemente grupo &-NH; de um residuo de lisina, das
proteinas. Existe ainda a possibilidade de formacdo de ligacdo éster
entre grupos carboxilicos e grupos hidroxilas dos polipeptideos. Na
Figura 7 ¢é exibido o mecanismo de reticulacdo de uma proteina com a
carbodiimida em meio aquoso, proposto por Nakajima e
colaboradores.®
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Figura 7. Reagéo de reticulagio de uma proteina com EDC em meio aquoso.®

No processo de reticulagéo, o EDC € protonado (1) e reage com o
grupo carboxila ionizado da proteina para formar a o-isoaciluréia (2)
que logo é protonada, formando um carbocation (3). Por ser uma base
forte, o grupo carboxila ionizado reage com o carbocation (3)
produzindo um anidrido carboxilico (4), que em presenca de grupo
amino rapidamente forma uma ligagdo amida (5), por ataque
nucleofilico, promovendo assim a reticulagdo da molécula em questdo.
Alguns grupos amino também podem reagir diretamente com o
carbocéation (3) para promover a reticulacdo (5) sem a formacdo do
anidrido. Com excesso de EDC, a reagdo com o carbocétion (3) pode
formar como subproduto a n-aciluréia (6).%

De acordo com o esquema da Figura 7, considerando o presente
trabalho, o EDC reage com os grupos carboxilicos da SPI para formar
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um derivado que reagird com os grupos amino livres da proteina,
formando ligagdes amida. N&o se conhece, até 0 momento, nenhuma
descricdo da reticulagcdo de SPI com carbodiimidas. Todavia, 0 uso da
carbodiimida EDC como agente reticulante é bastante sugerido nos
estudos de outras proteinas. Tropini e colaboradores’® estudaram filmes
de gluten de trigo reticulados com EDC e plastificados com glicerol e
constataram um grande aumento da resisténcia dos filmes a agua e
pequenas mudancas nas propriedades mecanicas e no intumescimento
dos filmes.

Liang e colaboradores® estudaram hidrogéis de gelatina
reticulados com EDC e genipin e observaram que a carbodiimida pode
formar ligagdes intramoleculares na gelatina, assim como ligacGes
intermoleculares curtas entre moléculas adjacentes desta proteina. Outro
reagente quimico também bastante usado para reticulacdo de proteinas é
o formaldeido.

Com o intuito de investigar o potencial de filmes de SPI como
sistemas de liberacdo controlada de principios ativos, Chen e
colaboradores® utilizaram formaldeido para o processo de reticulacéo
dos filmes. A densidade de reticulacdo forneceu meios eficazes de
regular a taxa de liberagdo de compostos presentes nos filmes de SPI.

A reticulacdo quimica da SPI também pode ser feita por meio de
tratamento enzimatico ou microbiano. Tang e colaboradores®
investigaram o efeito da transglutaminase nas propriedades de filmes de
SPI e constataram que a reticulagdo aumentou a tenséo de ruptura e a
hidrofobicidade da superficie e deixou os filmes mais homogéneos e
compactos.

Jiang e colaboradores®” demonstraram que ha um aumento
significativo nos valores de tensdo de ruptura dos filmes de SPI com
baixa concentracdo de transglutaminase e com o aumento da
concentracdo da enzima ha o efeito contrario. O alongamento dos filmes
diminuiu e os valores de angulo de contato aumentaram gradualmente
com a concentracdo de enzima presente no meio.

2.6. Surfactantes

Os surfactantes s&o moléculas anfifilicas cujas estruturas
moleculares caracterizam-se por apresentar, no minimo, duas regides
com propriedades fisico-quimicas distintas: uma regido liofilica e outra
liofébica. Quando o solvente for a 4gua, a molécula de um surfactante
deve ter uma regido hidrofilica (polar ou idnica) e uma regido
hidrofdbica (hidrocarboneto apolar). Popularmente conhecidos como
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sabdes e detergentes, os surfactantes sdo moléculas que agem na
superficie (tensoativos) e que tendem a se adsorverem nas regides
interfaciais de sistemas heterogéneos, na superficie de liquidos e sélidos
e em macromoléculas produzindo estruturas ordenadas. Sdo capazes de
formar filmes moleculares ordenados nas interfaces, o que reduz a
tenséo interfacial e superficial. Este aspecto faz de seu uso importante e
amplo nas aplicacfes industriais em decorréncia de propriedades como
detergéncia, estabilizacdo de espumas, aumento da molhabilidade,
controle da lubrificagdo, solubilizagéo de moléculas hidrofdbicas e
estabilizacdo de dispersdes coloidais.®

Os tensoativos podem ser classificados conforme a natureza do
grupo hidrofilico em: surfactantes ibnicos, que possuem um grupo
hidrofilico iénico (catibnico ou anibnico) ligado a uma cauda
hidrofobica; surfactantes zwitteridnicos que contém ambas as cargas,
positiva e negativa, na parte hidrofilica; surfactantes anféteros que
podem ser catidnicos, aniénicos ou zwitteridnicos, dependendo do pH e,
ainda, surfactantes ndo i6nicos, cujo grupo hidrofilico é geralmente uma
cadeia poliéter, podendo ser também uma cadeia poli-hidroxilica.®®

Os surfactantes sdo amplamente utilizados no estudo de
estabilizacdo de emulsdes e particulas. A estabilizacdo deve-se ao fato
de que as moléculas se adsorvem na interface das goticulas, diminuindo
a tensdo interfacial e dificultando a coalescéncia, através do aumento da
repulsdo estérica e, no caso de surfactantes idnicos, elétrica. O excesso
de surfactante, entretanto, pode levar & desestabilizacdo de uma
dispersdo. Através de medidas de DLS, Wulff-Pérez e colaboradores™
estudaram a estabilidade da nanoemulsdes o/a usando como surfactante
0 copolimero Pluronic F-68. Em baixas concentracdes de surfactante as
emulsBes foram estaveis e o tamanho das gotas de 6leo menores que 500
nm. Houve desestabiliza¢do do sistema quando este se encontrava com
altas concentra¢fes de pluronic; com surfactante em excesso, as micelas
ndo adsorvidas podem levar a um processo associativo de floculagéo
causado pela deplecdo do solvente.

Hou e Papadopoulos®™ avaliaram o efeito do pH, forca idnica e
concentragdo dos surfactantes Tween 80 e Span 80 na estabilidade de
gotas em emulsdes maltiplas (a;/o/a, e 01/a/0,) através de microscopia
otica. O tipo e a concentracdo de surfactante foram os fatores principais
no controle da estabilidade dos glébulos e o Span 80 possuiu maior
habilidade de estabilidade dos glébulos quando comparado ao Tween
80.
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Devido as caracteristicas anfifilicas, biopolimeros como proteinas
também podem ser utilizados na emulsificacdo. Uma das proteinas que
podem ser usadas para este fim é o SPl. As propriedades fisico-
guimicas, em diferentes temperaturas, de emulsdes o/a estabilizadas por
SPI, foram estudadas por Keerati-u-rai e Corredig.”® O aquecimento
induziu um aumento do tamanho das particulas e da viscosidade das
emulsdes, indicando agregacdo das gotas de Oleo e tal efeito foi maior
em temperaturas mais altas. Através de medidas de TEM observou-se
gue o aquecimento induz a formacdo de grandes agregados de proteina
na interface 6leo-agua.

2.7. Mecanismos de Protecdo de Dispersdes Coloidais
2.7.1. Reducao da Energia interfacial

O estado termodindmico de um sistema com mais de uma fase é
bastante influenciado pelo nimero de 4tomos ou moléculas que estdo na
regido de fronteira entre as fases. A energia de Gibbs do sistema
aumenta com a érea interfacial o (Equacdo 1). Como resultado, o
equilibrio termodindmico de um sistema disperso é o da completa
segregacdo de fases, levando a uma area interfacial minima. Em outras
palavras, as dispersdes sdo termodinamicamente instaveis.*

oG
(gjpﬁ,n' 7 (Eq. 1)

Como em uma dispersdo coloidal a area interfacial é grande em
relacdo ao volume do sistema, a reducdo da tensdo interfacial é
necesséria para 0 aumento da estabilidade termodinamica da disperséo,
pois leva a uma reducdo da energia interfacial do sistema. A redu¢do da
tensdo interfacial pode ser obtida através do uso de um surfactante (tal
como visto em topico anterior). Devido a natureza anfifilica das
moléculas tensoativas, elas tendem a serem adsorvidas na interface,
promovendo a reducgdo da tensdo interfacial.

Neste trabalho, tanto os surfactantes utilizados como a SPI
possuem caracteristicas anfifilicas e atuam na redugcdo da tensdo
interfacial e, portanto, contribuem para o aumento da estabilidade das
dispers@es coloidais obtidas.

2.7.1.1. Estabilizaclo Eletrostatica

A degradacdo de uma dispersdo envolve a agregacéo, coagulacéo
ou coalescéncia das particulas da fase dispersa. Quando uma proteina €
usada como agente estabilizante, a ionizacdo dos residuos de
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aminoacidos (em funcdo do pH do meio) leva a presencga de cargas na
interface. A existéncia de cargas elétricas na regido interfacial de uma
goticula numa emulsdo ou de uma particula em uma suspensdo pode
oferecer uma barreira energética contra a coalescéncia destas e é a
origem da estabilizacdo por repulsdo eletrostatica.

O mecanismo da repulsdo elétrica pode ser descrito pelo modelo
DLVO que diz que o potencial total de interacdo entre duas particulas
coloidais é dado pela soma do potencial de atracdo (V,), que vem de
forcas atrativas de van der Waals e do potencial de repulsdo gVR) que
resulta da presenca de cargas elétricas na interface (Equacéo 2). >

V, =V, +V, Ea.2)

O valor do VR é determinante na estabilidade de uma dispersao.
Este potencial pode ser descrito como uma func¢éo do raio da particula,
a, do potencial elétrico na superficie da particula, ¥ (que depende da
quantidade de carga na interface) e diminui com a distancia H da
superficie da particula. Este decaimento é exponencial, tal como visto na
Equacéo 3. O coeficiente « é o reciproco do comprimento de Debye k™,
que pode ser compreendido como a largura da atmosfera idnica (dupla
camada elétrica) que envolve a particula. *

2 2
V - ga’\y, o

R
R (Eq. 3)
O comprimento de Debye, tal como mostra a Equacédo 4, diminui
com o aumento da forca idnica I: a adicdo de sal leva a contracdo da
dupla camada elétrica e a atenuagdo do potencial de repulséo Vg. %

(38
| 4 21
K 271 (Eq. 4)

Por esta razdo a variavel forca idnica na estabilidade cinética das
dispersoes foi investigada neste trabalho.

2.7.1.2. Estabilizacao Estérica

Quando polieletrélitos (tal como proteinas) sdo utilizados com
agentes estabilizantes de dispersfes outro mecanismo de protecdo da
dispersdo também surge: a molécula ndo somente diminui a tensdo
interfacial e aumenta a repulsdo eletrostatica, mas também cria a
chamada protecéo estérica.
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O mecanismo desta protecdo é baseado em duas contribui¢Bes
termodindmicas diferentes: a pressdo osmética e a entropia
configuracional.

I

Solvente

Figura 8. llustracéo da barreira osmética de aproximacéo de duas particulas em uma disperséo.

O potencial de repulsdo osmética Vsm Se origina da diferencga de
concentracdo (e consequientemente pressao osmética) que surge quando
duas particulas com polimeros adsorvidos na interface se aproximam: a
concentracdo local de polimero no espaco entre as particulas fica maior
do que na vizinhanca, levando a um fluxo osmotico espontaneo de
moléculas de solvente para a regido de sobreposicdo, tal como ilustrado
na Figura 8.

Perda da entropia conformacional

Figura 9. llustracédo do potencial de repulséo entrépico, Vs.

Outro efeito surge na aproximacdo de particulas com cadeias
poliméricas adsorvidas na interface: quando as particulas estdo a uma
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distancia proxima ao dobro do tamanho da cadeia polimérica algumas
moléculas sdo forcadas a uma compressao elastica, tal como ilustrado na
Figura 9. Esta compressdo tem um efeito termodinamico: a diminuicéo
da entropia configuracional das cadeias, isto ¢, a redugdo no nimero de
configuragdes espaciais possiveis para a cadeia do polimero. A reducédo
da entropia leva a um aumento da energia de Gibbs do sistema, tornando
a aproximacdo termodinamicamente desfavorecida: o afastamento das
particulas devolve a entropia configuracional das cadeias e diminui a
energia do sistema.

2.8. Consideracdes sobre espalhamento de luz

Quando um feixe de luz incide sobre uma solugdo ou suspensao
aquosa observa-se o espalhamento de fotons deste feixe para direcoes
(angulos 0) diferente da direcdo do feixe incidente (6=0). A intensidade
de luz espalhada | tem dependéncia angular e é uma fungédo do nimero
de espécies espalhadoras presentes na amostra, da morfologia destas
espécies, da concentracdo e da natureza quimica das mesmas, além da
dependéncia com a viscosidade, indice de refracdo e polaridade do
solvente. Com isso, é possivel se obter informagGes importantes sobre o
sistema apenas medindo 1(g) e 1(q, t). A variavel g € o vetor de onda que
expressa a dependéncia angular como:

47zsen(0j
. \2)

o=q= - (Eq. 5)

No SLS mede-se apenas a dependéncia angular da intensidade
de espalhamento de luz, 1(q), sem levar em conta as flutuacdes da
intensidade. Na pratica, conta-se 0 nimero de fétons que chegam a um
detector posicionado em cada angulo 6 em um determinado intervalo de
tempo e obtém-se, entdo, 1(q) para a amostra.

A curva I(q) pode fornecer diversas informagdes sobre o
sistema, de acordo com o formalismo tedrico ou aproximacéo utilizada
para interpretacdo desta. Neste trabalho as curvas foram interpretadas
com a aproximacao de Guinier,” onde a intensidade da curva é expressa
em func¢do da Equacéo 6.

R 2
Inl =Inl, —q° Tg (Eq. 6)

38



Revisdo bibliografica

De acordo com a aproximagdo, € possivel se obter o raio de
giracdo Rg a partir do coeficiente angular da secéo linear das curvas no
limite (q—=>0).

O espalhamento de luz dindmico DLS acessa 0 movimento
Browniano e o relaciona com o tamanho das particulas. Isso € realizado
através da incidéncia de um laser sobre a amostra e analise da flutuacdo
da intensidade de luz espalhada.

Devido ao movimento Browniano, a intensidade da luz
espalhada por um conjunto de particulas sofre flutua¢bes ao longo do
tempo. A relacdo entre a intensidade | de luz espalhada no angulo g, no
tempo t e no tempo (t + 1) é expressa em uma curva de autocorrelagéo
02, tal como a da Equacéo 7:

) _ (1@, t)(a.t+7)) s
gz(q’ ) <I(q,t)2> (Eq. 7)

Para sistemas monodispersos, a fungdo g(q,7z) tem um dnico
decaimento exponencial com taxa F:Doqz, onde Dy é o coeficiente de
difusdo translacional no limite (q—0).

O estudo da dependéncia angular do DLS de uma amostra pode
fornecer a frequéncia de relaxagdo média I, para cada angulo; o
coeficiente angular do grafico de I'app Vs. g fornece, ent#o, o coeficiente
de difusdo translacional Dy. A relagdo entre o raio hidrodindmico (Ry)
de uma particula e D, é definida pela equagdo de Stokes-Einstein
(Equacdo 8)%:

__KeT
H
6/mD,
onde kg é a constante de Boltzmann, T a temperatura e # a viscosidade
do solvente.

(Eq. 8)
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3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1. Materiais e Reagentes

A proteina isolada de soja (SPI - Supro 500E) utilizada foi doada
pela Solae do Brasil IndUstria e Comércio de Alimentos Ltda. O 6leo de
copaiba foi extraido de plantas da regido Amazénica e gentilmente
doado pelo prof. Dr. Luiz Alberto Kanis - UNISUL. O &cido acético
glacial e o acetato de sodio usados para preparar a solucdo tampéo,
assim como o hidroxido de sdédio e o &cido cloridrico usados para ajustar
0 pH das solugdes, foram adquiridos da empresa Nuclear. O surfactante
Tween 80 (Figura 10a) e o 6leo mineral foram adquiridos da VETEC
Quimica Fina LTDA. O surfactante Pluronic F-68 (Figura 10b) e o
agente reticulante hidrocloreto de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida foram adquiridos da Sigma-Aldrich.

(a) B B
o o]
HO \ho/ H
CHj
80

80

N 30
(b)
HO(OH,CH,C), (CH,CH,0)5,0H
(OCH,CH)200H
: ;
70/\0 H
(OCH,CH,)0 LS

Figura 10. Estrutura quimica do surfactante (a) Pluronic F-68 e (b) Tween 80.

3.2. SISTEMA A: Microparticulas de SPI
3.2.1. Estudo da estabilidade cinética das emulsdes o/a

O estudo da estabilidade das particulas foi realizado em um
intervalo de até 122 dias, acompanhando-se a evolucdo da distribuicdo
de tamanho das particulas e o valor do potencial Zeta médio,
condutividade e pH a 25°C. As amostras ficaram armazenadas em
geladeira a uma temperatura de 4 + 0,5 °C.
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3.2.1.1. Determinacdo da distribuicdo de tamanho das goticulas de
6leo

A determinacdo da distribuicdo de tamanho das gotas de 6leo
dispersas na solucdo aquosa de SPI foi realizada a 25°C, através de
medidas de espalhamento de luz dindmico (DLS). Para esta
determinacdo foi utilizado um equipamento Zetasizer Nano da Malvern
do Laboratério de Bioenergética e Bioguimica de Macromoléculas do
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas — Centro de Ciéncias da Salde
da UFSC. O instrumento opera com laser de He-Ne, A = 633nm e a
detecgdo ¢ feita em um Unico &ngulo de 173°.

3.2.1.2. Determinagdo do potencial Zeta das goticulas de éleo

As medidas do potencial Zeta médio da regido interfacial 6leo-
agua foram realizadas a 25°C°, pela técnica de microeletroforese
associada a anemometria Doppler de laser, através da submissdo da
amostra a um campo elétrico no equipamento Zetasizer Nano da
Malvern. O instrumento opera com laser de He-Ne, A = 633nm e a
deteccdo € feita em um Unico angulo de 173°.

3.2.1.3. Condutivimetria e pH

As medidas de condutividade especifica foram realizadas
utilizando um conditivimetro modelo 170 da ATI-ORION. O pH das
amostras foi determinado por meio de um pHmetro modelo PHS-3B da
Phtek. Ambas as medidas através da insercéo direta do eletrodo.

3.2.2. Microparticulas preparadas pela técnica de spray drying

O desenvolvimento das microparticulas pela técnica de spray
drying foi realizado em duas etapas: uma primeira etapa onde foram
desenvolvidas diferentes emulsdes o/a (formulacdes apresentas na
Tabela 2), seguida pela etapa de nebulizacdo dessas emulsdes em um
spray dryer B-290 da Buichi, Suica.

Tabela 2. Composi¢do das emulsdes o/a.

Amostras Al A2 A3 A4
Cspil
%(miv) 3,0 3,0 4,0 40
Cepc! % _ _
(m/m) 5,0 5,0

¢ concentragdo

Inicialmente foram preparadas solucBes aquosas de SPI (fase
externa), com diferentes concentragfes, com o pH ajustado a 10 pela
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adicdo de NaOH(aq) 1,5 mol L™. Depois do ajuste do pH, a solucéo
permaneceu 24 horas sob agitacdo magnética a temperatura ambiente.
Apos este intervalo a solugéo foi acidificada a pH 7 através da adicao de
HCL(aq) 1,0 mol L™. Posteriormente foi adicionado & solucéo, quando
necessario, 5% (m/m) do agente reticulante EDC e esta ficou sob
agitacdo a temperatura ambiente por mais 10 minutos. A solucdo
aquosa de SPI foi submetida a um dispersor (Quimis) sob uma
velocidade de agitacéo de 12000 rpm.

Nebulizagdo
em
(3000}~ (12000~ spray dryer
=0
Adig¢ao
de oleo
[ ]

SPI(aq) Emulsao o/w " Microparticulas

Figura 11. llustragéo da preparacéo das microparticulas.

Conforme mostrado na Figura 11, a formacdo de emulsdo o/a
ocorreu através do gotejamento do éleo de copaiba (fase interna) na fase
externa com uma relacdo fase interna:fase externa de 0,04:1 (v/v). A
emulsdo resultante permaneceu sob agitagdo durante sua nebulizacéo no
spray dryer sob as seguintes condicGes: temperatura do ar de entrada e
saida 200 °C e 70 °C respectivamente, pump de 25% (fluxo de
alimentacéo de 8 mL min™ e fluxo de ar de entrada de 35 m*® h™) e
aspiracdo a 100%.

3.2.3. Analise morfoldgica
3.2.3.1. Microscopia eletrdnica de varredura (MEV)

A fim de se analisar a morfologia das microparticulas formadas e
suas propriedades de superficie, amostras foram fixadas em um suporte
metalico e metalizadas com uma fina camada de ouro. Imagens das
amostras, com ampliacdo maxima de 2000 x, foram obtidas em um
microscopio Philips XL-30 com fonte de elétrons de tungsténio e
detector de elétrons secundarios e retroespalhados pertencente ao
Laboratorio de Materiais (LabMat) do Departamento de Engenharia
Mecénica — Centro Tecnoldgico da UFSC. A camada de ouro foi
depositada nas amostras com um aparelho a vacuo Polaron E 5000.
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3.2.3.2. Microscopia eletronica de varredura com emissdo de campo
(MEV-FEG)

Com o intuido de analisar a morfologia das paredes da matriz de
SPI das microparticulas formadas, amostras foram fixadas em um
suporte metalico com uma cola de prata e metalizadas com uma fina
camada de ouro. Imagens das amostras, com ampliagdo maxima de
37000 x, foram obtidas em um microscépio JEOL JSM-6701F com
fonte de elétrons de tungsténio pertencente ao Laboratério Central de
Microscopia Eletrénica (LCME) da UFSC.

3.2.4. Analise térmica
3.2.4.1. Analise termogravimétrica (TGA)

A analise termogravimétrica do p6 de SPI e das microparticulas
formadas foi realizada em um analisador termogravimétrico modelo
TGA-50 Shimadzu. As medidas foram conduzidas da temperatura
ambiente até 600 °C, em uma taxa de aquecimento de 10°C min™ sob
atmosfera de nitrogénio (fluxo = 50 mL min™).

3.2.4.2. Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

A temperatura de transicdo vitrea (Tg) do p6 de SPI e das
microparticulas formadas foi determinada utilizando-se um equipamento
modelo DSC-50 Shimadzu. As amostras foram inicialmente resfriadas
até -50°C com nitrogénio liquido e em seguida foi realizada a varredura
na velocidade de 5°C min™ até 150°C sob atmosfera de nitrogénio (fluxo
=50 mL min™). A temperatura de transico vitrea foi calculada no ponto
de inflexdo na linha base causada pela variacdo do calor especifico da
amostra.

3.2.5. Espectroscopia de infravermelho por reflectancia atenuada total
(FTIR-ATR)

A andlise de espectroscopia no infravermelho com transformada
de Fourier por reflectancia atenuada total (FTIR-ATR) foi realizada no
po de SPI, nas microparticulas sem e com EDC e no 6leo de copaiba. O
espectro de infravermelho foi obtido em um instrumento Shimadzu IR
Prestige-21 com transformada de Fourier, resolucéo de 4 cm™ na faixa
situada entre 4000 a 400 cm™,

3.2.6. Espalhamento de raio-X a baixos angulos (SAXS)
As medidas de espalhamento de raio-X a baixos angulos foram
realizadas no Laboratério Nacional de Luz Sincrotron, LNLS,
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Campinas. Os experimentos foram feitos selecionando o comprimento
de onda dos fotons A = 1,76 A e a distancia do detector d = 2,5079 m da

amostra. Estas condigdes impdem um limite angular de 0,05 < Q <

1,15. A deteccéo foi feita com uma cdmera CCD. As amostras eram
termostatizadas durante todas as medidas, a 25°C. A aquisicdo era
sempre feita com dois quadros (difratogramas) de 150s cada, exceto
guando o tempo foi ajustado em funcdo do espalhamento da amostra.

As amostras liquidas (emuls6es) foram injetadas em um porta-
amostra com janela de mica. As amostras sélidas foram presas a um
conjunto de aros metalicos por fita Kapton e estes aros foram entdo
inseridos no lugar da janela de mica do porta-amostra anterior e vedados
com aros de PTFE.

3.3. SISTEMA B: Nanoparticulas de SPI
3.3.1. Nanoparticulas preparadas pela técnica de
emulsificacdo/evaporacdo do solvente

Primeiramente foi preparada uma solucdo aquosa de SPI 5%
(m/v) (fase interna) cujo pH foi ajustado a 10 pela adi¢do de NaOH(aq)
1,5 mol L™, Posterior ao ajuste de pH, a solugdo permaneceu 24 horas
sob agitacdo magnética a temperatura ambiente. Apds este intervalo, foi
adicionado a solucdo o surfactante Tween 80 (1% v/v) e esta ficou sob
agitacdo a temperatura ambiente por mais 1 hora.

G (G- Gow)—
] | [ ] | [ ] |
=0 =0 =0

Evaporagdo
o da dgua

Adi¢do
| de SPI (aq) R

gota-a-gota

- )
0 A/O

SPI ()
Figura 12. Ilustracdo do método de emulsificagdo/evaporacéo do solvente.

Como ilustrado na Figura 12, a formagdo de emulsdo a/o ocorreu
através do gotejamento da solucdo de SPI (fase interna) em uma solugédo
de dleo mineral (fase externa) com uma velocidade de agitacdo de
aproximadamente 400 rpm e relacdo fase interna/fase externa de 0,14:1
(v/v). Para a solidificacdo do polimero contido nas goticulas da fase
interna e conseqliente formagdo das particulas, a solugéo resultante foi
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aquecida a 105 + 2 °C sob agitacdo constante, durante 1 hora (até a total
evaporacdo da fase interna). Por fim, as particulas resultantes foram
filtradas, lavadas com etanol e secas em estufa a 40°C por 24 horas.

3.3.2. Nanoparticulas preparadas pela técnica de coacervagao

Inicialmente foram preparadas solu¢fes aquosas de SPI (solucdo
1) em diferentes concentra¢des — 0,1% a 0,5% (m/v) — com pH ajustado
para 10 através da adicdo de NaOH(aq) 1,5 mol L. Posterior ao ajuste
de pH, as solucbes permaneceram 24 horas sob agitacdo magnética a
temperatura ambiente. Paralelamente, seguiu-se a preparacdo da solucao
tampdo hostil, i.e., a solu¢gdo com pH onde ocorre precipitacdo da SPI
usada para 0 processo de coacervacao, conforme mostrado na Figura 13.
Esta é uma solugdo tampdo &cido acético/acetato de sodio e foi
preparada com o pH ajustado para 5 pela adicdo de NaOH(aq) 1,5 mol
L. Com esta soluc&o tamp&o, solucdes com diferentes concentracées de
surfactante foram preparadas.

Ga0u)~ (ew0a) — o
[ ] | ] | ] |
=0 =0 —0

Coacervagao
da SPI

Adi¢ao
de SPI (aq)

gota-a-gota

[ —

Tampao Suspensdo
hostil SPI (s)

Figura 13. llustracdo do método de coacervacao.

Depois de prontas as solugdes, 85 mL da solucdo tampdo hostil
foram submetidos a um dispersor (Quimis) sob uma velocidade de
agitacdo de 6000 rpm e 3mL de cada formulacéo da solucdo 1, conforme
listado na Tabela 3, foram entdo adicionados por gotejamento. A
mistura final permaneceu sob agitacéo por 1 minuto.
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Tabela 3. Composicéo das formulacdes utilizadas na coacervagao.

Formulacbes F1 F2 F3 F4 F5 F50
Cspr / Yo(MIV) 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 5,0
L ImM 1,2ou 1,20u 1,20u 1,20u 1,20u 1,20u
tampao 20 20 20 20 20 20
Ctween 8o/ 0,50u 050u 050u O050u O050u 0,50u
% (m/m) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
C Iuronic/
‘%f(m/m) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

3.3.3. Determinacao de distribuicéo de tamanho das particulas

As medidas de distribuicdo de tamanho das particulas foram
feitas com um equipamento Zetasizer Nano da Malvern, nas mesmas
condi¢des apresentadas no item 3.2.1.1.

3.3.4. Determinacao do potencial Zeta das particulas

As medidas do potencial Zeta médio das particulas foram
realizadas por meio da aplicacdo de um campo elétrico através da
amostra com um equipamento Zetasizer Nano da Malvern, nas mesmas
condicdes apresentadas no item 3.2.1.2.

3.3.5. Estudo da estabilidade das particulas

O estudo da estabilidade das particulas foi realizado em um
intervalo de 122 dias. As amostras ficaram condicionadas em geladeira a
uma temperatura de 4 £ 0,5 °C.

As medidas de distribuicdo de tamanho e potencial Zeta das
emulsBes foram feitas com um equipamento Zetasizer Nano da Malvern.
A condutividade especifica foi determinada com um conditivimetro
modelo 170 da ATI-ORION. Todas as medidas foram realizadas nas
mesmas condicBes apresentadas no item 3.2.2.

3.3.6. Microscopia eletrdnica de transmissao (TEM)

Para a realizacdo das medidas de microscopia eletrdnica de
transmissdo, 5 uL de amostra foram depositados em grades de 2 mm
(recobertas com uma camada de Formvar/carbono) e secas por 24 horas,
a temperatura ambiente, em uma estufa a vacuo. As imagens das
amostras foram obtidas em um microscopio eletrdnico de transmissdo
JEM-101 da JEOL, no Laboratério Central de Microscopia Eletrénica
(LCME) da UFSC.
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3.3.7. Espalhamento de luz Dindmico e Estatico (DLS/SLS)

A dependéncia angular do espalhamento de luz dindmico I=1(q,t)
e do espalhamento de luz estatico I=1(q) da amostra de formulacdo F5
(cspi= 0,5%, 1=1 MM, Cuueengo= 0,5%) foi investigada pelo uso de um
Goniémetro ALV-7002 multicorrelador, com faixa de detec¢do de 32° a
150° e operando com laser de 22 mV Ne/Ar 638,2 nm, através de
colaboragdo com o Centre de Recherche sur las Macromolecules
Vegetales (CERMAYV), em Grenoble-FR. As amostras eram colocadas
em uma cubeta cilindrica de 5 mL sem diluicdo e as medidas eram feitas
entre 40° a 140°, em intervalos de 10°, durante 300s. Todas as medidas
foram feitas em temperatura controlada de 25,0°C.

47



Resultados e discussoes

4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1. SISTEMA A: Microparticulas de SPI
4.1.1. Estudo da estabilidade cinética das emulsdes

As fontes de instabilidades das emulsdes sdo comuns a todos 0s
sistemas dispersos, tais como a cremagem, floculacéo e coalescéncia das
goticulas.® Além da agregacéo das particulas, levando & formacéo de
precipitados, durante o armazenamento de emulsGes podem ocorrer
problemas de estabilidade quimica das matérias-primas presentes no
meio. Conseqilientemente, o estudo da estabilidade fisico-quimica em
funcdo do tempo torna-se relevante para as aplica¢fes industriais das
emulsdes

4.1.1.1. Distribuicdo de tamanho das goticulas de dleo

Na Tabela 4 sdo apresentados os valores de distribuicdo de
tamanho médio das emulsGes o/a em diferentes intervalos de tempo
durante o armazenamento das mesmas. Os indices de polidispersidade
(PDI) associados a medida estdo entre paréntesis. As medidas de DLS
por Zetasizer mostram que as emulsdes o/a preparadas com SPI e éleo
de copaiba apresentaram particulas altamente polidispersas em tamanho
com didmetro médio de aproximadamente 1,1 um.

Tabela 4. Valores de didametro médio das goticulas nas emulsdes o/a.

. D/nm
Dia
Al A2 A3 A4
1 1191 (0,9) 1120 (0,8) 1605 (1,0) 885,2 (0,7)
14 2203 (1,0) 1625 (0,9) 1691 (0,9) 987,7 (0,7)
71 1711 (1,0) 1174 (0,9) 810,1 (0,6) 7725 (0,7)
120 1176 (0,8) 2054 (1,0) 1604 (1,0) 531,0 (0,5)

Foi possivel observar uma distribuicdo de tamanho monomodal
das goticulas de 0leo, embora larga, em todas as emulsdes. Nas
formulagbes com mesma concentracdo de SPI observou-se uma
diminuicdo do tamanho médio nas emulses que contém agente
reticulante (Figura 14). Como o processo de reticulacdo da proteina era
prévio a emulsificacdo do dleo, acredita-se que a formacdo de ligacdes
cruzadas aumentou a hidrofobicidade e conseqientemente a
caracteristica anfifilica das cadeias protéicas, melhorando a acéo
emulsificante da SPI devido a uma maior tendéncia de migracéo da SPI
para as regides interfaciais dleo-agua. Isto levou a estabilizacdo de
goticulas de 6leo menores e mais uniformes.
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Figura 14. Diametro médio das goticulas de 6leo em funcéo das formulac6es das emulsdes
o/a. Medidas realizadas no primeiro dia.

As medidas realizadas no 14° dia de armazenamento isotérmico a
4 + 0,5 °C mostram que houve um deslocamento para valores maiores
no tamanho das gotas de 6leo em todas as emulsdes (Figura 15(A)) que
pode ser atribuido a coaléscencia das goticulas de 6leo. A coalescéncia é
um processo energeticamente favoravel de juncdo de duas ou mais
goticulas para formar uma Unica gota de volume maior, porém com area
interfacial total menor. Apesar de este processo produzir mudancas
microscopicas significativas na fase dispersa, como alteragdo no
tamanho e na distribuicdo media das goticulas, ndo conduz a uma
alteracdo macroscopica no sistema.”®* Houve também aumento na
polidispersidade das goticulas nas emulsbes devido ao fato de a
coaléscencia ndo ocorrer em todas as goticulas de 6leo, como visto na
Figura 15(B).

As emulsdes apresentaram, a partir das medidas realizadas no 74°
dia de armazenamento, diminuicdo gradual na amplitude de distribui¢do
de tamanho médio das gotas de 6leo, provavelmente devido a outro
processo de desestabilizacdo da emulsdo: a cremagem, que é resultado
da diferenca de densidades das fases, onde a fase oleosa acumula-se na
superficie. Com a cremagem das gotas maiores (aquelas que sofreram
coaléscencia) ha uma separacdo de fases sobrando na fase heterogénea
somente as goticulas menores; consequentemente, observou-se uma
diminuicdo no tamanho médio e na polidispersidade das particulas. No
entanto, nas formulagbes A2 e A3 ocorreu novamente um aumento nos
valores de distribuicdo de tamanho e PDI das gotas de 6leo ap6s 122
dias da preparagdo dessas emulsdes, 0 que provavelmente é resultado da
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agitacdo dessas emulsbes durante seu manuseio. Sabe-se que a
cremagem € um processo parcialmente reversivel diretamente
relacionado a floculacdo, onde ndo ha perda das identidades individuais
das goticulas.”

) N E1°dia
14° dia
(I 72° dia
122° dia

2000

1500

1000

500

222222222

E=31°dia
14° dia
(I 71° dia
122° dia
N

1,0 1

0,8

0,6

PDI

0,4

0,2

0,0
Al A2 A3 A4

Figura 15. (A) Didmetro médio e (B) polidispEfsid3d&aas goticulas de 6leo em fungio das
formulages das emulsdes o/a e do tempo de estocagem.

4.1.1.2. Potencial Zeta das goticulas de 6leo
Uma particula carregada atrai uma camada compacta de ions de

carga oposta que sdo adsorvidos na superficie. Esta camada de ions é
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conhecida como camada de Stern e seu potencial elétrico como
potencial de Stern (W,). A acdo deste campo elétrico atrai uma camada
difusa de fons ao redor da particula, até a dissipacdo do potencial em
distancias maiores. Esta € chamada de dupla camada elétrica difusa, ou
camada de Guy-Chapmann. A interacdo entre particulas carregadas €
governada predominantemente pela sobreposi¢do das duplas camadas
elétricas difusas e, portanto, do potencial de Stern. Este potencial se
dissipa ao se afastar da superficie da particula e pode ser descrito pelo
modelo de Poisson—Boltzmann, que da o potencial a uma distancia H do
plano de Stern.”’

¥, =pe (Eq. 9)

Entretanto, ndo ha método experimental para a medida direta do
potencial de Stern. O que se mede é o potencial elétrico na unidade
eletrocinética, i.e., da particula, dos ions e moléculas do solvente
inclusos no plano de cisalhamento quando submetidos a um potencial
elétrico. Este potencial eletrocinético é conhecido como potencial Zeta,
C. Em geral, dispersdes com particulas de potencial Zeta alto sdo
consideradas estaveis, enquanto que particulas com valor menor tendem
a coalescéncia e coagulacéo.

Como exibido na Figura 16, houve um decréscimo gradual no
valor de potencial Zeta das particulas em funcdo do tempo de
armazenamento. Apesar disso, observou-se que o valor do potencial
Zeta foi negativo para todas as goticulas, indicando que mesmo com o
armazenamento a carga residual das cadeias de SPI presentes na
interface Oleo-agua é negativa. A coalescéncia das goticulas de 6leo
levou a um aumento de seu tamanho, produzindo particulas com menor
potencial eletrocinético. Conforme a equacéo de Hiickel (Equagéo 10), o
potencial eletrocinético é diretamente proporcional a carga Qg da
unidade eletrocinética e decresce com o aumento do raio a das
particulas® justificando, assim, a diminuicdo do potencial Zeta
observado no sistema.

<
da(l+xa)
onde Qg ¢ a carga da unidade eletrocinética, € é a permissibilidade do
meio, a ¢ o raio da particula e « €.

(Eq. 10)
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Figura 16. Potencial Zeta das goticulas de éleo em fungdo das formulagdes das emulsdes o/a e
do tempo de estocagem.

4.1.1.3. Condutivimetria e pH

Alterac6es na condutividade elétrica de sistemas dispersos podem
ser indicativas de instabilidades. Essas modificagdes nos valores da
condutividade permitem a deteccdo de cremagem, coalescéncia,
sedimentacdo ou inversdo de fase. Medidas de condutividade sdo ainda
usadas para monitorar a estabilidade durante o periodo de estocagem,
pois € um método sensivel a pequenas mudangas na estrutura das
emulsdes.”®

Na Figura 17 sdo apresentados os valores de condutividade
especifica das emulsdes o/a em funcdo do tempo. Até o 42° dia de
armazenamento os valores de condutividade ndo apresentaram variagdes
significativas, indicando que ndo ocorreram modificaces fisicas ou
guimicas relevantes nas emulsdes. Entretanto, ap6s esse periodo houve
um aumento gradual nos valores de condutividade, indicando a
ocorréncia de coaléscencia das particulas. Segundo Barra e
colaboradores,” a mudanca de condutividade da mistura, isto €, o limiar
de percolagdo onde a mistura passa do estado isolante para condutor, é
considerado como uma transicdo de fase onde a fase condutora (neste
caso as cadeias de SPI) é instantaneamente convertida de fase dispersa
para uma fase agregada suspensa, com maior mobilidade idnica. Sendo
assim, a coalescéncia da fase dispersa provoca o aumento da
condutividade das emulsdes.
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Figura 17. Condutividade especifica em fungdo do tempo de estocagem das emulsdes
o/a. Linhas somente como guia para os olhos.

Apesar da interpretacdo das mudangas observadas no pH das
emulsGes durante a estocagem apresentar certa complexidade, uma
alteragdo significativa em seu valor pode sugerir modifica¢fes quimicas
dos componentes presentes na formulagdo.”®

Inicialmente, como pode ser observado na Tabela 5, o valor de
pH de todas as emulsGes ficou em torno de 7,0. A partir do segundo dia
houve um aumento em até 23 % desses valores, provavelmente devido
ao processo de protonacdo das cadeias protéicas. Desta forma, a
protonacdo da SPI também contribuiu para a diminui¢cdo do potencial
Zeta das emulsdes, como anteriormente mencionado.

Tabela 5. Valores de pH das emulsfes o/a.

i pH
Dia Al A2 A3 Al
1 70 73 70 74
2 8.7 8.6 78 7.8
7 8,4 8,3 76 77
14 8.4 8.2 75 75
21 8,6 85 7.7 7.8
42 8.2 8.8 7.4 75
70 76 76 75 7.4
107 8.3 8.1 8.4 8.1

Como o estudo da estabilidade das emulsdes demonstrou, hd uma
grande variacdo do tamanho e da polidispersidade das gotas de 6leo das
emulsdes com o tempo de estocagem. Desta forma, as caracteristicas de
microcdpsulas formadas a partir destas emulsdes seriam também uma
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funcédo do intervalo de tempo entre o preparo da emulsdo e a posterior
secagem da mesma no spray-dryier.

Para suprimir esta variavel do sistema, optou-se pela secagem de
todas as emulsdes no t=0, isto é, imediatamente apds o preparo das
mesmas. Para isso, as emulsdes foram feitas in situ e mantidas sob
agitacdo durante o bombeamento para o spray dryier.

4.1.2. Analise morfologica
4.1.2.1. Microscopia eletrdnica de varredura (MEV)

Por meio da microscopia eletronica de varredura é possivel
examinar as amostras em seu estado original e conseguir grandes
ampliacdes e profundidade de foco.'® O estudo da morfologia é
importante por varios aspectos e neste caso foi usado para fins de
elucidar possiveis diferengas estruturais nas microcépsulas, além de
conhecimento das propriedades de superficie e sua porosidade.

As micrografias revelaram particulas com dimensfes variadas e
auséncia de material livre na formacdo das microcapsulas. Pela Figura
18, onde sdo mostradas as micrografias das microcapsulas com
formulacdo Al, A2, A3 e A4, é possivel observar que todas as
microcapsulas de SPI apresentaram superficie lisa, compacta e com
auséncia de poros. As microcapsulas obtidas por diferentes formulagdes
apresentaram aparéncia similar: esféricas e com concavidades na
superficie. Tais concavidades sdo tipicas em amostras produzidas em
spray drying, além de possivelmente serem artefatos pronunciados pelo
efeito do vacuo, utilizado pelo aparelho de MEV para a realizacdo da
analise, uma vez que as capsulas sdo ocas.

As paredes externas ndo apresentaram fissuras ou rachaduras, o
gue é fundamental para garantir menor permeabilidade de gases, maior
protecdo e retencdo do agente encapsulado. Algumas microcapsulas
apresentaram-se rompidas devido ao manuseio da amostra durante sua
preparacdo para a microscopia, permitindo a visualizagdo da cavidade
interna das capsulas. Ainda, foi possivel observar paredes mais
homogéneas nas capsulas com agente reticulante (Figura 18(B) e 18(D))
provenientes da estrutura em rede tridimensional mais rigida, formada
pela maior quantidade de ligagdes cruzadas.

54



Resultados e discussoes

Figura 18. Micrografias obtidas por MEV das microcapsulas com formulagdo (A e A’) Al, (Be
B)A2, (Ce C’)A3 e (DeD’) A4
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4.1.2.2. Microscopia eletronica de varredura com emissdo de campo
(MEV-FEG)

A fim de analisar mais detalhadamente as paredes da matriz de
SPI, a microscopia eletrbnica de varredura com emissdo de campo
torna-se apropriada, pois oferece imagens com resolu¢do nanométrica
através de ampliagcdes em até 65000 vezes.

Analisando as imagens das microcapsulas rompidas (Figura 19),
confirma-se que a matriz polimérica se apresentou lisa e compacta.
Também ndo foram observados poros e rachaduras na superficie das
particulas. Foi possivel observar paredes mais espessas nas amostras que
contém 4%(m/v) de SPI (Figura 19(C) e 19(D)) devido a maior
concentracdo de material na fase aquosa e na interface 6leo-agua das
emulsdes A3 e A4. Entretanto, a espessura das paredes poliméricas ndo
se apresentou constante ao longo da microcapsula, variando de 100 a
290 nm. Como a interface é formada por cadeias de macromoléculas
(SPI) com baixa mobilidade (alta viscosidade), tende a ter uma
distribuicdo heterogénea; processos de associacdo de particulas também
produzem interfaces heterogéneas e, em adi¢do, o processo de remogédo
da fase dispersante por spray drying pode congelar situagdes de ndo-
equilibrio na distribuicdo das cadeias pela interface e promover a
agregacao extra de proteina dispersa na fase aquosa.
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Figura 19. Micrografias obtidas por MEV-FEG das microcapsulas com formulacdo
(A)AL, (B)A2,(CeC’)A3e(DeD’) Ad.

4.1.3. Andlise térmica
4.1.3.1. Anélise termogravimétrica (TGA)

A analise termogravimétrica € utilizada para avaliar a estabilidade
e propriedades térmicas dos polimeros. O pardmetro medido por essa
técnica € a massa, ou seja, 0 ganho ou perda de massa que ocorre na
amostra em funcdo da temperatura ou do tempo a uma temperatura
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constante.’® Os polimeros apresentam uma diminuicdo na sua massa
molar que pode ser justificada por mudancas estruturais que ocorrem
guando sdo submetidos a um tratamento térmico. Tais mudancas
estruturais sdo caracterizadas pela ruptura de ligagdes quimicas nas
cadeias Principais e laterais produzindo novas estruturas (compostos)
volateis.'*

Os valores dos parametros termogravimétricos, como temperatura
na qual a velocidade de degradacdo é maxima (Tax), porcentagem de
perda de massa em cada estagio de degradacdo e porcentagem de
residuos solidos a 600 °C estdo resumidos na Tabela 6. As curvas de
degradacdo térmica (TG e DTG) obtidas com velocidade de
aguecimento de 10 °C min™ sob atmosfera de nitrogénio para todas as
amostras sdo mostradas nas Figuras 20 e 21. A SPlI em p6 e as
microcapsulas sem EDC apresentaram um primeiro decréscimo
apreciavel de massa, ndo mostrado na tabela, até cerca de 60 °C, que €é
atribuido a evaporacao de agua presente nas amostras com um contetido
de umidade residual variando de 3 a 4%, sugerindo que seu
acondicionamento ndo deve ter garantido amostras completamente
isentas de agua. A porcentagem de massa residual a 600 °C foi de 40%
para a proteina pura e 22% em média para as microcapsulas. Esta
diminuicdo na porcentagem de residuos pode estar associada & interacdo
6leo-polimero e também & maior desestabilizacdo da rede protéica,
causada pela diminuicdo de ligacGes de hidrogénio entre as cadeias dos
polimeros com a presenca de ligagbes cruzadas, aumentando assim a
efeito da degradagéo.
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Tabela 6. Parametros termogravimétricos dos materiais estudados.

SPI Micro  Micro+EDC Oleo
20 T 321,9 208,1 194.9 164,3
estagio Mm° 56,2 14,2 14,1 72,4
30 T - 261,3 269,3 237,8
estagio Mm° - 14,7 14,6 35
40 T - 309,2 306,3 267,6
estagio M° - 9,2 8,1 35
50 T - 325,8 332,6 -
estagio M° - 36,3 41,3 -
% de residuo a 600 °C 39,9 22,6 21,9 nd

#Temperatura de maxima degradagéo ( °C).
® percentagem de perda de massa em cada estagio de degradacéo

A degradacdo térmica da amostra de SPI ocorre em um
processo Unico de perda de massa (2° estadgio), com T em 322 °C e
56,2% de perda de massa, a qual é associada a degradacdo da proteina.
De acordo com a literatura, com o aquecimento a estrutura da proteina é
lentamente destruida, ocorrendo clivagem das ligagcdes peptidicas que
unem os residuos de aminoacidos. Até aproximadamente 250 °C, 60%
dos residuos de fenilalanina e 80% dos residuos de tirosina da SPI sdo
decompostos. A partir de 250 °C ocorrem trés reacfes simultaneas na
estrutura da proteina; (i) dissociacdo das subunidades 7 e 10 S; (ii)
desnovelamento da estrutura secundéaria e terciaria das subunidades
protéicas e (iii) a re-associa¢do de subunidades desnaturadas, através de
ligacdes dissulfeto e forcas hidrofébicas e eletrostéticas.’?

O o6leo apresentou trés estagios de degradacdo, todos inferiores
ao estagio principal de degradacdo da SPI. Apesar da escassez de
informaces sobre estudos térmicos do 6leo de copaiba, pode-se atribuir
0s subseqlientes estagios de perda de massa a seqliéncia de reacdes
piroliticas dos diterpenos e sesquiterpenos que constituem a amostra.
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Figura 20. Curvas termogravimétricas para o p6 de SPI, o 6leo e as microcapsulas na taxa de
aquecimento de 10 °C min™ e fluxo de nitrogénio constante (50 mL min™).

As microcapsulas com e sem EDC apresentaram quatro estagios
de perda de massa, sendo os trés primeiros (faixa de 195 — 309 °C)
referentes a presenca de 6leo nas microparticulas e o Gltimo estagio de
degradacdo (em 325,8 para a microcdpsula sem EDC e 332,6 °C para a
microcapsula com EDC) proveniente da SPI. A temperatura de maxima
degradacdo do Ultimo estagio de perda de massa das microcapsulas foi
maior quando comparada a da proteina pura, indicando um aumento na
estabilidade térmica das mesmas. Tal aumento de estabilidade é causado
pela reticulacdo das microcapsulas, seja esta pelo uso de temperatura
elevada, formando ligagdes dissulfeto, ou pelo uso do agente reticulante
(EDC). Em sua maioria, a reticulagdo leva a um aumento da estabilidade
térmica do polimero, elevando a temperatura de degradacdo quando
comparado a sistemas ndo reticulados e, paralelamente, promove
pequena desestabilizacdo das estruturas terciarias e quaternérias da
proteina devido a formacdo de ligacdo cruzadas entre as cadeias
poliméricas.'®®
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Figura 21. DTG para (a) o p6 de SPI e as microcapsulas e (b) 6leo de copaiba na taxa de
aquecimento de 10 °C min™ e fluxo de nitrogénio constante (50 mL min™).

4.1.3.2. Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Além de exibir valores das variagGes de entalpia de fusdo (AnH),
de cristalizagdo (AcH) e da capacidade calorifica (C,), a calorimetria
diferencial de varredura fornece valores de propriedades térmicas como
as temperaturas de fusdo (Tr,), de cristalizagdo (T;) e de transicdo vitrea
(Tg). A Ty € um importante parametro na determinacédo da estabilidade
do material durante seu manuseio e estocagem'® e é definida, em
processos termodindmicos, como uma transicdo de segunda ordem
caracteristica de um material amorfo ou semicristalino. Ainda, sua
determinacdo é uma das formas de avaliacdo de possiveis interaces em
sistemas poliméricos.

A auséncia de temperatura de cristalizagdo na curva DSC da SPI,
exibida na Figura 22, indica que a proteina é amorfa; na curva ainda é
observada uma transicéo vitrea (T4) bem definida em -13,72 °C. Sabe-se
gue as proteinas sofrem desnaturacdo pelo calor, uma vez que hé o
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aumento do movimento molecular, rompendo as forcas de atracdo e
fazendo com que a macromolécula assuma uma conformacdo espiral
randomica.®> Na Figura 22 também ha uma ampliacdo da regido de
desnaturacdo da proteina e os picos em 70,29 °C e 93,58 °C sdo
associados as fragdes 7S (B-conglicinina) e 11S (glicinina) da globulina,

respectivamente.’®

93,58

<——Endotérmico

70.29

70 El
Temperatura f °C

-25 0 25 50

Temperatura / oc

Figura 22. Curva de DSC obtida a partir da SPI.

A Figura 23 mostra as curvas de DSC do 6leo de copaiba e da
microcapsula sem a presenca do agente reticulante. Devido a
similaridade das curvas de DSC, a microcapsula com EDC ndo foi
incluida na figura. O 6leo de copaiba apresentou temperatura de fusédo
em 13,79 °C e temperatura de ebulicdo em 124,20 °C. Devido & baixa
guantidade de 6leo, ndo foi possivel observar o valor da T, na curva de
DSC da microcépsula, entretanto nota-se a presenga do pico exotérmico
em 133,90 °C, referente & ebulicdo do Oleo, comprovando sua
encapsulacdo. O aumento no valor de T, do dleo é natural, uma vez que
nas microcapsulas o 6leo esté solubilizando as porcdes hidrofobicas das
cadeias protéicas. Com isso, a pressdo de vapor do 6leo diminui (Lei de
Raoult)* e, conseqiientemente, ha aumento da temperatura de ebulicdo.
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Figura 23. Curvas de DSC obtidas a partir do (A) 6leo de copaiba e da (B)
microcapsula sem EDC.

Observa-se, na Figura 24, que a temperatura de transi¢do vitrea
diminuiu de -13,72 °C, para a SPI em po, para -21,93 °C e -24,64 °C
para as microesferas de SPI sem e com a presenca de agente reticulante,
respectivamente. Essa diminuicéo no valor da T4 sugere que o 6leo de
copaiba agiu como lubrificante das cadeias poliméricas, aumentando a
flexibilidade e a mobilidade molecular do polimero, conseqiientemente
diminuindo a viscosidade local e facilitando a transicdo de fase do
material. Normalmente, a formacdo de ligacBes cruzadas entre as
cadeias poliméricas leva a um aumento da temperatura de transi¢do
vitrea, devido a restricdo do movimento molecular. Todavia, o valor da
Ty para as microcapsulas reticuladas foram inferiores ao da proteina
pura, sugerindo que a formag&o de ligagdes dissulfeto e a interacdo entre
o reticulante EDC e proteina aumentou a mobilidade das cadeias
poliméricas, provavelmente devido a desnaturacdo de sua estrutura
terciaria e quaternaria, diminuindo sua rigidez.
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Figura 24. Curvas de DSC obtidas a partir da (A) SPI,
microcapsula (B) sem e (C) com EDC.

4.1.4. Espectroscopia de infravermelho por reflectéancia atenuada total
(FTIR-ATR)

Por possuirem vibrages moleculares caracteristicas, situadas na
regido do infravermelho do espectro eletromagnético, 0s grupos
funcionais podem ser identificados pela espectroscopia de
infravermelho. Frequentemente utilizada em estudos de modificacdes
poliméricas a nivel molecular, a espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier foi utilizada para verificar as possiveis
interacdes existentes entre 0s materiais, bem como mudancas a nivel
molecular que podem ter ocorrido durante o processo de formacdo das
microcépsulas em spray drying.

As Tabelas 7, 8 e 9 apresentam as principais bandas dos espectro
de infravermelho da SPI, do 6leo de copaiba e das microcapsulas,
mostrados nas Figuras 25, 26 e 27, respectivamente.

Tabela 7. Principais correlagdes espectroscdpicas de infravermelho para a SPI.

Comprimento de onda / cm™ Tipo de absorcdo
3380 Deformacdo O-H e N—H
3000 - 2850 Deformagdo C—H (grupos —CH, e —CH,)
1637 Estiramento C=0 e C-N (amida I)
1543 Deformagdo N—H e estiramento C—N
(amida 1)
1450 Estiramento C-H
1242 Estiramento C—N e N—H (amida III)
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No espectro de FTIR da SPI, mostrado na Figura 25, observou-se
determinadas bandas da absorcdo caracteristicas desta proteina,
referentes & amida |, amida 11 e amida I11. A banda em 1074 cm™ foi,
provavelmente, formada pela contribuicdo de diferentes funcdes
guimicas, tais como C-H (de estruturas aromaticas), PO" ou P-OH de
ésteres de fosfato, os quais estdo presentes em quantidades significativas
na SPI e em outras proteinas, especialmente nos residuos do aminoacido
serina (aproximadamente 5% na SP1).>* Em 3380 cm™ foi observada
uma banda larga, provavelmente devido a sobreposicdo das vibragdes de
estiramento dos grupos N-H e O-H. Entretanto, acredita-se que esta
banda larga estd associada principalmente ao estiramento de O-H da
agua presente na proteina, indo de encontro ao primeiro estagio de perda
de massa apresentado nos resultados da analise termogravimétrica.

3380

Absorbancia (u. a.)

T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Numero de onda / cm™

Figura 25. Espectro de infravermelho da SPI.

Tabela 8. Principais correlagdes espectroscdpicas de infravermelho para o 6leo de copaiba.

Comprimento de onda / cm™ Tipo de absorc¢éo
2926 - 2858 Estiramento grupos —CH,
1700 Estiramento C=0
1643 Estiramento C-C
1446 Vibragdo grupos —CH,
885 Vibragdo CH,

No espectro da Figura 26 sdo mostradas as bandas de absorcao
no infravermelho para o 6leo de copaiba. Observou-se uma banda
intensa em 885 cm™ relativa as vibracdes dos grupos CH, e uma banda
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em 1700 cm™ referente ao estiramento de carbonilas de acidos graxos
presentes na amostra. Além disso, podde-se observar claramente uma
banda na regido de 2926 cm™ que pode ser associada & sobreposicdo do
estiramento assimétrico dos grupos —CH, e uma banda em 2858 cm™
concernente ao estiramento simétrico do grupo —CH,.'%

885

2926

Absorbancia (u. a.)

T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
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Figura 26. Espectro de infravermelho do 6leo de copaiba.

Tabela 9. Principais correlagdes espectroscépicas de infravermelho para as microcapsulas.

Comprimento de onda / cm™ Tipo de absor¢do
3288 Deformagdo O—H e N—H
2929 Deformagdo C—H (grupos —CH, e —CH,)
1664 Estiramento C=0 e C-N (amida I)
1537 Deformagdo N-H e estiramento C—N
(amida 1)
1448 Estiramento C—H

As microcapsulas sem e com agente reticulante apresentaram
espectros de infravermelho semelhantes. Através da Figura 27 observou-
se que as microcdpsulas continham bandas relacionadas a matriz de SPI,
como amida |, amida Il e estiramento C—H. Observou-se também um
deslocamento na banda relacionada a vibracdo de estiramento dos
grupos N-H e O-H, indicando que houve uma redu¢do de grupos OH
livres na amostra, provavelmente devido a reticulacdo protéica, que
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promove a formacgdo de ligagdes cruzadas entre as macromoléculas.

1537
1664 1246

2929

3288 1448 1076

Absorbancia (u. a.)

T T T
4000 3000 2000 1000
Ndmero de onda / cm™

Figura 27. Espectros de infravermelho das microcépsulas (—) sem e (—) com EDC.

Analisando a sobreposi¢cdo dos espectros de SPI, 6leo de copaiba
e microcapsula em EDC, na regido de 2000 - 600 cm™ (Figura 28)
observa-se um pequeno deslocamento na banda referente ao estiramento
C=0 e C-N, de 1637 cm™ para 1656 cm™, e uma diminuicdo na
intensidade da banda. Um deslocamento para menor nimero de onda ou
uma diminui¢do na intensidade da banda pode ser um indicativo de um
maior grau de desordem molecular'®’. Assim, esta diferenca sugere um
maior grau de desordem interna causado pelo processo de reticulacéo,
que destroi a estrutura terciéria da proteina.

Por outro lado, as principais bandas relacionadas ao 6leo de
copaiba, em 1700 cm™ (estiramento C=0) e em 1446 cm™ (referente &
vibragdo —CHy), ndo foram observadas no espectro das microcépsulas,
provavelmente porque o 6leo se encontrava em pequena quantidade nas
microparticulas. Entretanto, foi possivel identificar um pico em 887 cm’
! relativo as vibragdes dos grupos CH, do 6leo de copaiba. O pequeno
deslocamento, de apenas 2 cm™, pode indicar alguma interagéo entre o
6leo e a matriz de SPI, como apurado anteriormente nos resultados de
DSC.

67



Resultados e discussoes

16377
<
2
©
g
g /\
o
K] \/
<
/'/"’ A
165 | o
\
- VAVaNP NG ]
T T T T T T
2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
Namero de onda / cm™ v

885

Absorbancia (u. a.)
5
3

T T T T T
920 900 880 860 840

Ntmero de onda / cm*

Figura 28. Espectros de infravermelho da (—) SPI, (—) 6leo de copaiba e das (—)
microcapsulas sem EDC (---) com ampliagéo de 10x.

4.1.5. SPI na regido interfacial: um estudo por espalhamento de
raios-X a baixos angulos (SAXS)

A intensidade de SAXS para todas as emulsdes o/a é apresentada
na Figura 29. As curvas apresentam um aumento pronunciado da
intensidade do espalhamento a &ngulos mais baixos, indicando a
presenca de objetos espalhadores grandes — provavelmente das gotas da
emulsdo. As curvas também indicam o efeito da concentracdo de
proteina, j& que as curvas de emulsBes preparadas com a mesma
concentracdo de SPI (formulacbes ALl/A2 e A3/A4) aparecem
sobrepostas na figura.
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Figura 29. Intensidade de SAXS para as emulsdes com formulagdo Al, A2, A3 e A4. A figura
inserida apresenta o efeito da diluigdo (adicao de 4gua) na intensidade de SAXS da emulséo
com formulagdo A2.

Todas as curvas exibidas na Figura 29 apresentam um pico de
espalhamento préximo a gmax = 0,15 nm™. Atribui-se este pico ao fator
de estrutura da emulsdo,'® ja que a insercdo da Figura 29 mostra que
este pico é atenuado pela diluicdo da amostra.

A interpretacdo da dependéncia angular da intensidade do
espalhamento de raios-X a baixos angulos de sistemas complexos — tal
como o sistema investigado neste trabalho — é simplificada quando a
geometria fractal é usada na descricéo de sua estrutura.’®® A intensidade
de SAXS para objetos fractais segue a equacao:

1(a) = 1,0 (Eq. 11)

Desta forma, quando o sistema tem estrutura fractal, uma regido
linear é observada no gréafico In 1(q) vs. In (q), cujo coeficiente angular é
-a; Se 1< a<3, entdo a regido resulta de um fractal de volume (massa ou
poros) cuja dimensdo d; desta unidade basica do fractal é o coeficiente
angular o."*® Uma relagdo entre d; e topologia é estabelecida na Tabela
10.%* J4 quando a regido linear apresenta 3<a<4, esta provém de um
fractal de superficie, cuja dimenséo ds é entdo 6-o.
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Tabela 10. Dimensoes fractais de algumas topologias. Adaptado da referéncia 92.

Topologia Dimensédo Fractal d;
Cilindros, bastoes 1
Cadeia polimérica Gaussiana 2
Esferas com superficie fractal 25a3
ou rugosa
Esferas com superficies lisas 3
Polimero ramificado solvatado 2

A Figura 30 apresenta o comportamento fractal da SPI em trés
sistemas: em suspensdo aquosa, ha interface das goticulas na emulsdo
com formulacdo A2 e nas paredes das microcapsulas apos evaporacao
da fase aquosa desta mesma emulsdo. As regides lineares estdo
representadas e os respectivos coeficientes angulares destas regides sdo
indicados.

o SPI micro A2
0 . o SPIemulsio A2
o + SPI(aq) suspenséo

-1 0
In(g/nm)

Figura 30. Gréfico de Porod da SP1 em suspenséo aquosa (0,5%), na emulsédo A2 e nas
microcapsulas obtidas ap6s secagem da A2. Os coeficientes angulares das regides lineares
estdo indicados.

A curva referente a suspensdo de SPI(aq) apresenta apenas uma
regido linear, cujo coeficiente indica uma dimensdo fractal d; =1,9. De
acordo com a Tabela 10, esta dimensdo é caracteristica de
macromoléculas em contato com solvente. Portanto, as cadeias protéicas
da SPI estéo parcialmente estendidas na fase aquosa. Nenhum fractal de
superficie foi observado. J& a curva referente & emulsdo com formulagéo
A2 indica um fractal de dimensdo d¢ = 2,7; este valor € proximo a de
esferas com superficie rugosa, indicando que cadeias de SPI estdo
formando agregados parcialmente esféricos na regido interfacial 6leo-
agua. Esta mesma dimensdo é observada mesmo quando a fase aquosa é
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removida. Todavia, a secagem da emulsdo de formulacdo A2 provoca o
desaparecimento do pico de espalhamento gmax (que anteriormente foi
atribuido ao fator de estrutura da emulsdo) e o surgimento de uma nova
regido linear, desta vez indicando um fractal de superficie com ds=2,3.
Estes valores mostram que a superficie da microcapsula é rugosa e
parcialmente esférica e por sua vez é formada pela unido de objetos
parcialmente esféricos e rugosos.

A intensidade de SAXS de emulsdes também pode ser
interpretada pelo formalismo de Guinier'*, descrito na Equag&o 6.

De acordo com a aproximacgao, € possivel se obter o raio de giro
Rg a partir do coeficiente angular da secdo linear das curvas de SAXS
no limite g0 no grafico de Guinier, isto &, In(I(q)) vs °. A Figura 31
apresenta o grafico de Guinier para a SPI em trés sistemas diferentes.

<4 Micro A2 (s)
B Emulséo A2
01 Rg =40 nm O SPl(ag)
[ |
444
R =31nm e
9 444<<

In(1(a))

Rgf:?%

T T T
0,01 0,02 0,03

(a/m)*

Figura 31. Gréafico de Guinier para curvas de SAXS de suspensao, emulsdo e microcapsulas de
SPI, referente a composigdo A2. Os valores de Raio de Giracdo explicitos foram calculados de
acordo com Equacao 6 no limite g—>0.

Na figura, a dependéncia linear das curvas é somente em pequena
faixa angular e isto é um indicativo de sistema polidisperso.
Experimentos similares, envolvendo as demais emulsdes e respectivas
microparticulas também foram feitos, apresentando resultados
semelhantes e, por isso, ndo foram mostrados. Observa-se que ha um
aumento do raio na medida em que as moléculas da SPI séo privadas de
agua: de 23 nm quando em suspensao para 31 nm na interface éleo-agua
e 40 nm na interface 6leo-ar. Este comportamento deve-se a remocéo da
agua que promove a agregacdo de cadeias protéicas, levando a objetos
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maiores. Esta hipdtese estd em acordo com as observagdes anteriores,
em relacdo ao surgimento de um objeto esférico fractal — ou seja, o
agregado entre cadeias de SPI.
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4.2. SISTEMA B: Nanoparticulas de SPI
4.2.1. Nanoparticulas preparadas pela técnica de
emulsificacdo/evaporacao do solvente

A obtengdo de nanoparticulas de SPI ndo foi possivel através
deste método. Durante o processo de evaporacdo do solvente, dois
fendmenos indesejados foram observados: o primeiro foi a cremagem de
grande parte da proteina, que subia a superficie sob a forma de nata
espumosa. O segundo fenémeno foi a reticulacdo das cadeias de SPI,
devido a acdo do calor sob os residuos de aminoacidos com grupos
sulfetos (cisteina e metionina). A reticulacdo levou ao aprisionamento
do 6leo na matriz protéica. Este fato impossibilitou a remoc¢éo do 6leo e
promoveu a coalescéncia irreversivel das particulas, de forma que o
produto obtido foi uma goma oleosa.

Embora indesejada para a producdo de nanoparticulas de

SPI por este método, a reticulacéo por acdo do calor e incorporacdo do
6leo sdo propriedades interessantes da SPI que poderdo ser exploradas
em futuros trabalhos.

4.2.2. Nanoparticulas preparadas pela técnica de coacervacao

O método de coacervacdo foi satisfatdrio para a obtencdo de
nanoparticulas de SPI. A distribuicdo de tamanho e potencial de
superficie das particulas, assim como sua estabilidade e morfologia em
funcdo de algumas varidveis no método de preparacdo foram
investigadas, tal como descrito a seguir.

4.2.2.1. Distribuicdo de tamanho das particulas
4.2.2.1.1. Efeito da forga idnica da solucéo tampéao hostil

A solucdo que promove a coacervagao € a solugdo tampdo hostil,
que consiste em uma solucdo de surfactante tamponada em pH = 5. A
forca ibnica do tampdo pode ser ajustada e apresenta grande efeito no
tamanho das particulas, como ilustrado na Figura 32(A). A figura indica
gue o didmetro médio das particulas € menor quando a forca ibnica é
pequena; quando 1=20mM as particulas passam a ter dimensdes
micrométricas. A figura também indica que a concentracdo de SPI(aq)
ndo tem um efeito muito pronunciado no tamanho das particulas, ao
menos na faixa estudada.

O aumento da forca ibnica também leva ao aumento da
polidispersidade em tamanho das particulas, como visto na Figura
32(B). As particulas obtidas com I=1mM sdo as menos polidispersas,
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enquanto que o indice de polidispersidade chega a 1 para as particulas
preparadas com |=20mM.

Estas observagdes sugerem que o aumento de forca ibnica
promove a coalescéncia das particulas menores, produzindo um sistema
mais polidisperso e com maior populagdo de particulas maiores.
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Figura 32. (A) Diametro e (B) polidispersidade em fungéo da forga idnica da solugéo tampéo
hostil com 0,5% (m/m) de Tween 80.

A explicacdo para este comportamento pode ser encontrada se
considerarmos a teoria DLVO para o mecanismo de estabilidade de
dispersdes coloidais. De acordo com a Equagdo 3, quanto maior for k™,
maior sera a barreira de repulsdo elétrica para o processo de
coalescéncia de duas particulas. Entretanto, como demonstrado na
Equacédo 4, o comprimento de Debye diminui com o aumento da forga
ionica.”% Em outras palavras, o aumento da forca idnica promove a
contragdo da dupla camada elétrica difusa e, consequientemente, diminui
0 potencial de repulsdo V. Isto facilita a coalescéncia das particulas,
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justificando o tamanho e a alta polidispersidade nas formulagfes com
1=20mM.

4.2.2.1.2. Efeito da concentracdo de surfactante na solucdo tampéao
hostil

Outra varidvel de ajuste no preparo das emulsdes foi a
concentragdo do surfactante Tween 80 na solucdo tampdo hostil (na
forca idnica I=1mM). A Figura 33(A) apresenta os valores do didmetro
médio das particulas de SPI obtidas em diferentes [SPI(aq)], para dois
sistemas com diferentes concentracdes de surfactante — 0,5% e 1,0%
(m/m) de Tween 80 — na solucdo tampdo hostil. A Figura 31(B)
apresenta a polidispersidade em tamanho dos mesmos sistemas.

Embora o efeito do aumento da concentracdo de surfactante ndo
seja muito pronunciado, leva a diminuicdo do tamanho médio e da
polidispersidade nas formulacGes com até 0,2% de SPI e ao aumento do
tamanho e da polidispersidade nas formulagGes mais concentradas. Este
comportamento é justificado pelo seguinte mecanismo: as moléculas de
Tween sdo adsorvidas na superficie das particulas formadas durante a
coacervagdo. Quando a concentracdo de proteina é pequena, as
moléculas de Tween atuam como agentes de estabilizacdo estérica,
prevenindo a coalescéncia. O excesso de Tween na fase aquosa, ndo
adsorvido na regido interfacial, atua como um agente de estabilizacdo
por deplegdo osmaética. Ambos 0s processos levam a particulas menores.

Se a concentracdo de SPI for maior a populacdo de particulas
aumenta e, durante a coacervacdo, uma mesma molécula de Tween 80
pode ser adsorvida nas superficies de duas ou mais particulas, levando a
um processo de floculagdo-coagulacdo via ponte de Tween 80. Ainda, 0
aumento da concentracdo de SPI leva ao aumento da area superficial
para adsor¢do de surfactante; isto diminui a estabilizacdo por deplecdo
osmética, pois ha menos moléculas de Tween dissolvidas na fase
aquosa. Ambos os processos levam a um aumento do tamanho das
particulas.
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Figura 33. (A)D ametro (B)pldp rsidade em fun (; oda entracdo de SPI na presenca
e diferentes concentragdes de Tween 80 na solu g tmp 0 hostil.

Outro fator observado foi uma dlstrlbuu;ao de tamanho bimodal
das particulas de SPI. O aumento da concentragdo de surfactante leva a
um aumento na populacdo do primeiro pico na curva de distribuicéo de
tamanho, localizado em aproximadamente 10 nm (Figura 34). Este pico
é referente as micelas de surfactante Tween 80, que variam em tamanho
de 5 a 20 nm** e, provavelmente, das cadeias de SPI ndo coacervadas
associadas com o surfactante. O aumento na quantidade destas espécies
no meio também contribuiu com o aumento do valor de polidispersidade
das particulas, como visto na Figura 33(B).
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Figura 34. Curvas de distribuicdo de tamanho das particulas com 0,2% de SPl e (—) 0,5% e
(—) 1,0% de Tween 80.

4.2.2.1.3. Efeito do surfactante na solugdo tamp&o hostil

A comparacdo da eficacia de diferentes surfactantes no preparo
das particulas foi mais uma variavel estudada. A Figura 35(A) e 35(B)
apresentam, respectivamente, os valores do didmetro médio e a
polidispersidade de tamanho das particulas de SPI obtidas em diferentes
[SPI(aq)], para dois sistemas com diferentes surfactantes — Tween 80 e
Pluronic F-68 — numa concentracdo de 0,5% (m/m), adicionados na
solucdo tampdo hostil (na forga ibnica I=1mM).

Um comportamento similar ao apresentado no item anterior
(4.2.2.1.1) é observado nas particulas preparadas na presenca do
surfactante Pluronic, em relacdo a dependéncia do tamanho médio com
a concentracdo de SPI. Entretanto, este surfactante leva a suspensdes
com particulas maiores e mais polidispersas do que as preparadas
usando Tween. Tal comportamento pode ser justificado com base nas

diferencas entre as estruturas moleculares dos dois surfactantes (Figura
10).
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Figura 35. (A) Diametro e (B) polidispersidade em fungéo da concentracdo de SPI na presenca
de diferentes surfactantes na solu¢éo tampé&o hostil.

Pluronic é, na verdade, 0 nome genérico comercial para uma série
de copolimeros triblocos poli(EO-PO-EQO), onde os blocos de poli(6xido
etileno) (PEO) sdo hidrofilicos e o bloco central de poli(6xido
propileno) (PPO) é hidrofébico. O Pluronic F-68 é um tribloco
simétrico, com estrutura poli(EOgy-PO3z-EOQgy). Quando adsorvido na
regido interfacial do coacervato, os blocos de PEO (com 80 monémeros
cada) sdo projetados para a fase aquosa e o bloco de PPO é ancorado na
superficie. J& o termo Tween refere-se a uma série de surfactantes
homélogos derivados do sorbitol, um agucar polar, pela inclusdo de um
éster com cadeia alquilica hidrofébica e um oligdmero de o6xido de
etileno. No Tween 80 a cadeia hidrofébica é a do acido oléico (18
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carbonos) e o grau de polimerizagcdo do EO é 20. Portanto, a regido
hidrofilica projetada da superficie da particula para a fase aquosa
contém apenas uma cadeia por molécula de surfactante, com 20
mondmeros de EO, em contraposi¢do as duas cadeias, de 80 mondmeros
cada, quando o surfactante é o Pluronic. Apesar do ganho na protecdo
estérica, 0 maior tamanho da corona hidrofilica resulta num aumento no
tamanho médio das particulas, tal como evidenciado por DLS. Em
adicdo, processos como i) a floculagdo das particulas através de ponte
entre moléculas de surfactantes, dado o tamanho consideravel das
cadeias do Pluronic; e ii) diminuicdo da protecéo por deple¢do osmotica,
provocada pela diminuicdo do ndmero de moléculas de Pluronic
dissolvidas na fase aquosa em razdo do maior tamanho do bloco
hidrofdbico, levam também ao aumento da polidispersidade do sistema
e do tamanho médio observado.

4.2.2.2. Potencial Zeta das particulas
4.2.2.2.1. Efeito da forga ibnica da solugdo tampéo hostil

Como as equacbes 4 e 10 sugerem, o aumento da forga idnica
promove a contragdo do comprimento de Debye e a diminuicdo do
potencial Zeta. Isto foi verificado experimentalmente, tal como exibido
na Figura 36. O potencial Zeta de todas as particulas € negativo,
indicando que mesmo em pH = 5 a carga residual das cadeias de SPI é
negativa. Observa-se ainda que, para uma mesma forca idnica, o
aumento da concentracdo de SPI leva a um aumento do potencial Zeta,
indicando a formagdo de particulas com maior densidade de carga
superficial.

Como exibido na Figura 36, 0 aumento da forca idnica levou a
diminuicdo do potencial Zeta; este fator favoreceu a coalescéncia das
particulas e, como ja mostrado anteriormente, produziu particulas
maiores e mais polidispersas.
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Figura 36. Potencial Zeta das nanoparticulas em funcéo da forca idnica da solucéo
tampdo hostil com 0,5% (m/m) de Tween 80.

4.2.2.2.2. Efeito da concentracdo de surfactante na solu¢do tampéo
hostil

A Figura 37 mostra o efeito do aumento da concentragdo de
proteina no potencial Zeta das particulas em solucGes tampao hostil (na
forca ibnica 1=1mM) feitas com duas concentracfes de surfactante
Tween 80. Como visto anteriormente, 0 aumento da concentragdo de
proteina leva ao aumento do potencial Zeta das particulas, devido ao
aumento da quantidade de carga superficial.

O efeito do aumento da concentracdo de surfactante é o de
aumentar o potencial Zeta nas solugbes com concentracdo de SPI <
0,4%. Como ja discutido, as moléculas de Tween adsorvem na
superficie das particulas. O impedimento estérico causado pelos
segmentos das moléculas de surfactante desloca alguns ions do plano de
cisalhamento e da camada de Stern, diminuindo a neutralizacdo do
potencial de superficie. Isto & observado através do aumento do
potencial eletrocinético. J& em concentracfes maiores de proteina o
potencial Zeta medido foi ligeiramente menor quando a concentragdo de
Tween 80 era de 1%(m/m). Neste caso, o efeito anterior pode ter sido
compensado pelo aumento do didmetro médio das particulas, tal como
anteriormente demonstrado. Conforme a equacdo de Hickel (Equagédo
10), o potencial eletrocinético é diretamente proporcional a carga Qg da
unidade eletrocinética e diminui com o aumento do raio a das
particulas.”” Como o aumento da concentragdo de surfactante levou ao

80



Resultados e discussoes

aumento do tamanho das particulas obtidas com as solugdes de
concentraces de SPI mais altas, as particulas formadas tiveram menor
potencial eletrocinético, conforme justificado anteriormente através da
equacéo 10.

-40
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Figura 37. Potencial Zeta das nanoparticulas em fungéo da concentragéo de SPI na
presenca de diferentes concentragdes de Tween 80 na solugéo tampéo hostil.

4.2.2.2.3. Efeito do surfactante na solugdo tamp&o hostil

Na Figura 38 é apresentado o efeito do tipo de surfactante no
valor do potencial Zeta das particulas. Observa-se que,
independentemente do tipo de surfactante utilizado, o potencial Zeta
aumenta com o incremento da concentragdo de SPI, o que é justificado
pelo aumento da area superficial para adsor¢do de surfactante. Como
discutido anteriormente, a diminuicdo da neutralizagdo do potencial de
superficie (e conseqliente aumento do potencial eletrocinético) tem
origem no deslocamento de ions das vizinhancas da superficie da
particula promovido pela adsorcdo de moléculas do surfactante.

Entretanto, o potencial Zeta das particulas é menor para todas as
particulas preparadas quando o surfactante é o Pluronic. A explicacdo
para esse comportamento pode ser dada usando-se a Figura 35(A).
Através da figura é possivel observar que todas as particulas preparadas
na presenca de Pluronic possuem maior valor de didametro médio, e
conforme ja explicado com o uso da equacao de Hiickel (Equacdo 10), o
aumento do tamanho das particulas produz particulas com menor
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potencial eletrocinético, pois este é diretamente proporcional a carga da
unidade eletrocinética e decresce com 0 aumento do raio das particulas.
Em adicdo, o maior volume de exclusdo das moléculas de Pluronic
promove um deslocamento de ions da regido interfacial mais
significativo, diminuindo a dissipacdo do potencial de superficie e,
consequientemente, resultando num maior valor de potencial Zeta.

XY Tween 80 §

Pluronic §

¢/Imv

0,3
[SPI1/ %

Figura 38. Potencial Zeta das nanoparticulas em fungéo da concentracdo de SPI
na presenca de 0,5% de diferentes surfactantes na solugéo tampéo hostil.

4.2.2.3. Analise morfoldgica via microscopia eletronica de transmissédo
(TEM)

As micrografias (Figura 39) revelam nanoparticulas compactas
esféricas, cujo diametro varia entre 200 a 400 nm, valores similares aos
observados via Zetasizer. Através da Figura 39(A) observa-se um
aglomerado de particulas, obtidas a partir de suspensdo aquosa SPI
0,3%. Neste aglomerado também é possivel observar a sobreposicao das
particulas, pois o contraste apresentado em micrografias de TEM refere-
se & espessura ou densidade do material. A Figura 39(A”) apresenta uma
particula isolada, da mesma amostra, com uma morfologia “bowl-
shaped”.*®

A Figura 39(B) mostra as nanoparticulas preparadas a partir de
suspensdo aquosa de SPI 0,5%. Aumentando a ampliacdo das
microscopias foi possivel notar que todas as particulas apresentavam
pequenos pontos ao seu redor (Figura 39(B’)), dispostos de modo a
formar uma circunferéncia com didmetro variado. Provavelmente, essa
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circunferéncia € resultado da deposicdo de material na borda final da
evaporacdo do solvente. Através da analise de TEM foi possivel
constatar que diferentemente do material formador das nanoparticulas,
cuja difratometria indicou uma organizacdo amorfa, 0s pequenos pontos
ao redor das particulas eram cristalinos. Provavelmente essas estruturas
referem-se ao material hidrossollvel presente nas suspensdes, ou seja,
0s 8% de carboidratos contidos no pé de SPI, o surfactante e o sal usado
na solucéo tamp&o hostil.

4

Figura 39. Micrografias obtidas por TEM das nanoparticulas com formulagio (A e A’) F3,
(B eB’) F5 e do (C) material hidrossolivel na presenca de 0,5% de Tween 80.
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4.2.2.4. Estudo da estabilidade cinética das suspensdes coloidais
4.2.2.4.1. Distribuicao de tamanho das particulas

Os valores de distribuicdo de tamanho médio das nanoparticulas
em diferentes intervalos de tempo durante seu armazenamento sdo
apresentados na Tabela 11. De maneira andloga a demonstrada
anteriormente, os indices de polidispersidade estdo entre paréntesis. As
medidas mostram que houve um aumento em até 155% no didmetro
médio das nanoparticulas de SPI até o0 122° dia de analise.

Tabela 11. Valores de diametro médio das nanoparticulas de SPI.

D/nm
Formulacéo/Dia 1 22 64 122
F1 231 (0,3) 307 (0,4) 315 (0,4) 318 (0,4)
F2 250 (0,4) 305 (0,4) 638 (0,7) 504 (0,5)
F3 347 (0,4) 411 (0,4) 687 (0,7) 695 (0,7)
F4 340 (0,4) 413 (0,6) 535 (0,6) 408 (0,4)
F5 369 (0,4) 553 (0,6) 561 (0,6) 426 (0,5)

Todas as formulagBGes exibiram, até o segundo més de
armazenamento, um deslocamento da distribuicdo de tamanho das
nanoparticulas de SPI para valores maiores durante a armazenagem,
como visto na Figura 40(A) e 40(B). Este deslocamento pode ser
atribuido a varios processos degradativos da suspensdo que levam a
agregacdao das nanoparticulas.

As medidas realizadas no quarto més de armazenamento mostram
uma diminuigdo na amplitude de distribuicdo de tamanho médio das
nanoparticulas de SPl. Sabe-se que as suspensdes coloidais
normalmente ndo possuem tendéncia a separacdo de fases até alguns
meses apds a preparacdo, pois o processo de sedimentacdo é lento para
particulas submicrométricas, sendo minimizado pelo movimento
Browniano. Entretanto, com o tempo, ocorre a aglomeracdo das
particulas maiores e, conseqlientemente, a sedimentacdo. O tamanho
médio das particulas pode sofrer uma diminuigdo em funcdo do
processo de sedimentacdo, pois ficam dispersas na fase aquosa apenas as
particulas menores.
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Figura 40. (A) Diametro médio e (B) polidispersidade das nanoparticulas em
funcdo da concentracdo de SPI e do tempo de estocagem.

4.2.2.4.2. Potencial Zeta das particulas

Observa-se, na Figura 41, que no intervalo de tempo de
estocagem o valor do potencial Zeta é sempre negativo para todas as
nanoparticulas, indicando que mesmo com o armazenamento a carga
residual das cadeias de SPI presentes na superficie das particulas
continua negativa. Ainda, nota-se que ha um decréscimo gradual no
valor de potencial Zeta das particulas em funcdo do tempo de
estocagem, que pode ser atribuido a agregacdo das nanoparticulas. A
agregacdo provoca 0 aumento no tamanho das nanoparticulas e
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consequiente diminuicdo do potencial eletrocinético. A continua
neutralizagdo do potencial Zeta reflete a desestabilizacdo das suspensdes
coloidais, pois baixas forcas repulsivas ndo evitam a agregacdo em
funcéo das colisdes ocasionais de nanoparticulas adjacentes.

BIE=1dia
Y 22° dia
-30 4| 64° dia

-20 N

&/ mv

-15 4

-10 4

01 0,2 03 04 0,5
[SPI]/ %
Figura 41. Potencial Zeta das nanoparticulas em funcéo da concentragéo de SPI
e do tempo de estocagem.

4.2.2.4.3. Condutivimetria

Na Figura 42 sdo apresentados os valores de condutividade
especifica das suspenses aquosas de nanoparticulas em fungdo do
tempo. Aproximadamente até a quinta semana de armazenamento das
suspensbes os valores de condutividade ndo apresentaram variacdes
significativas, indicando que as nanoparticulas ndo sofreram
modificacdes fisicas ou quimicas relevantes. Porém, a partir desse
periodo houve um pequeno aumento na condutividade das particulas.
Provavelmente houve um aumento da forca idnica do meio durante o
processo de agregagdo das nanoparticulas, atraves da re-suspengdo de
algumas cadeias protéicas e migracdo de ions adjacentes para fase
aquosa. Sabendo-se que a condutividade é a medida da mobilidade das
espécies idnicas em solugdo, o aumento da forga idnica do meio foi
responsavel pelo aumento da condutividade e a conseqiiente diminuicéo
do potencial Zeta, como ja discutido anteriormente.
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Figura 42. Condutividade especifica em funcéo do tempo de estocagem das nanoparticulas
preparadas com diferentes concentracdes de SPI. Linhas somente como guia para os olhos.

4.2.2.5. Espalhamento de luz estatico (SLS) e dinamico (DLS)

A dependéncia angular da intensidade de espalhamento de luz de
suspensdes de nanoparticulas de SPI foi investigada e a Figura 43
apresenta a 1(q) da amostra F5. A m& correlagdo linear dos pontos é um
indicativo da relevante polidispersidade do sistema; somente sistemas
monodispersos resultam em uma perfeita correlacdo linear desta funcéo,

no limite g—>0.
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Figura 43. Gréfico de Guinier para os dados de espalhamento de luz estatico (SLS) da
suspenséao F5. O valor de raio de giragdo médio inserido foi calculado com base no coeficiente
angular da curva de linearizacdo dos pontos experimentais.

Como previamente mostrado na Figura 32, o raio de giracdo de
SPI(aq) era de 22 nm; o tamanho médio das nanoparticulas de SPI,
como expresso na Figura 43, € 73 nm. Isto significa que, em média, uma
nanoparticula é formada por grupos de 3 a 4 unidades protéicas do SPI.

Simultaneamente, medimos também o espalhamento de luz
dindmico (DLS) das mesmas amostras. A Figura 44 apresenta a
dependéncia angular da frequéncia média de relaxacdo das curvas de
autocorrelagdo de DLS da suspensdo F5 e o respectivo raio
hidrodindmico, calculado com base na Equagdo de Stokes-Einstein

(Equacéo 8).
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Figura 44. Dependéncia angular da frequéncia de relaxacéo das curvas de autocorrela¢do do
espalhamento de luz dindmico (DLS) da suspenséo F5. O valor de raio hidrodindmico médio

foi calculado através da equagdo de Stokes-Einstein, usando o coeficiente angular das curvas
como Do.

A Figura 44 fornece tanto o coeficiente de difuséo translacional
das nanoparticulas de SPl como também o seu raio hidrodindmico
médio. Novamente, a auséncia de uma correlacdo linear perfeita entre os
pontos experimentais indica polidispersidade relevante no sistema —
algo também observado por SLS e medidas anteriores no Zetasizer.

Todavia, 0 <Ry> determinado por esta técnica difere do
determinado através do Zetasizer, que foi de 369 nm. Aquele
instrumento também utiliza o espalhamento de luz; entretanto, nao é
capaz de medir a dependéncia angular. O instrumento opera medindo a
luz espalhada somente em um angulo 6=173° e utiliza uma aproximacao
conhecida como “back scattering”. Esta aproximagdo é parcialmente
valida para sistemas monodispersos e, em sistemas polidispersos, tende
a superestimar o valor do raio hidrodindmico, dada a maior contribuicdo
de particulas grandes na intensidade de espalhamento neste angulo. De
fato, a Figura 44 indica que o coeficiente angular da regido
correspondente a este angulo (onde gq—=>0) é menor do que o coeficiente
angular da curva que usa todos os angulos, isto é, se a medida fosse feita
somente usando esta estreita faixa angular (q—>0) o valor de Ry (Eq. 4)
estimado seria maior.

Algo bastante interessante quando estabelecemos uma razéo entre
os valores de <Rg> e <Ry>: esta razdo é conhecida como fator p e é um
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indicio da morfologia da amostra. A Tabela 12 apresenta uma relacéo
entre alguns valores de p e a respectiva topologia associada.

Tabela 12. Relagdo entre a razdo p e a morfologia das particulas. Adaptado da referéncia 92.

Topologia Razio p
Esfera idealmente homogénea 0,775
Esfera oca 1,0
Polimero randomicamente enovelado 1,505

De acordo com os resultados apresentados, a suspensdo F5
apresenta p = (73/85) = 0,86. Este valor é proximo a de uma esfera
compacta e homogénea (p=0,78); entretanto, a divergéncia de 10%
sugere que as nanoparticulas de SPl sdo rugosas com cadeias
poliméricas protuberantes e/ou micelas de surfactante na superficie. Esta
hip6tese é bastante coerente, tendo em vista que as particulas sdo
formadas pela coacervacdo de cadeias protéicas e estabilizadas por
surfactante Tween.

A Figura 45 indica que hd uma grande dependéncia angular no
espalhamento da suspensdo F5; isto é um indicativo de (a) particulas
grandes e/ou (b) sistema polidisperso. Esta figura também justifica as
diferencas de tamanho médio encontradas quando se utilizou o
Zetasizer, instrumento incapaz de ponderar a dependéncia angular e que
faz medida somente em um Gnico angulo fixo. Como se percebe, 0o
tamanho obtido a partir da curva correspondente a 6=90° deve ser
bastante diferente do obtido a partir de 6=140°, pois as curvas possuem
tempo de relaxacdo bastante distinto.

1,01

0,84

0,6 4

0,24

t/ms

Figura 45. Dependéncia angular das curvas g, de autocorrelacéo de DLS da suspensdo F5
(para clareza, somente as curvas de 3 diferentes angulos de espalhamento séo exibidas).
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A Figura 46 apresenta a andlise da distribuicdo de tamanho da
suspensdo F5 medida a 6=90°, obtida pelo ajuste regularizado (método
CONTIN'%) da respectiva curva de autocorrelacdo de DLS. O
histograma indica a presenca de duas populacdes, tal como
anteriormente visto pelo Zetasizer. A primeira populacdo é a de micelas
de surfactantes e cadeias poliméricas dissolvidas na fase aquosa,
enquanto que a segunda populacdo € a de nanoparticulas de SPI que, de
acordo com a Figura 46, possuem um raio médio de 110 nm.
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Figura 46. Histograma de distribui¢do de tamanho dado pelo ajuste CONTIN da curva de
autocorrelagao
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5. CONCLUSOES

As estratégias utilizadas e desenvolvidas foram vidveis para a
preparacdo de micro e nanoparticulas a partir da SPI.

v' Devido a processos degradativos durante o armazenamento,
optou-se pela preparacdo da emulsdo in situ, seguida da introducéo
imediata no Spray Dryer para a prepara¢do das microcapsulas.

v" Foram obtidas microcapsulas com didmetros entre 1 a 2 um
e com superficie sem porosidade.

v A presenca de 6leo de Copaiba no interior das microcépsulas
foi comprovada por meio do uso de técnicas como TGA, DSC e FTIR-
ATR.

v' Através do método de coacervacdo em agua obteve-se
nanoparticulas com cerca de 200 nm de diametro.

v O estudo de estabilidade cinética das suspensdes de

nanoparticulas de SPI indicou que os processos degradativos ocorreram
em pequena escala até o quarto més de armazenamento.
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