Matheus Vinicius de Oliveira Brisola Maciel

OBTENCAO E CARACTERIZACAO DE MICROPARTICULAS
DE ZEINA CARREGADAS COM TIMOL

Dissertagdo submetida ao Programa de
Pés-Graduagdo em Ciéncia dos
Alimentos da Universidade Federal de
Santa Catarina para a obtencdo do
Grau de Mestre em Ciéncia dos
Alimentos.

Orientador: Prof. Dr. Pedro Luiz
Manique Barreto.

Coorientador: Dr. Fabiano Cleber
Bertoldi

Floriandpolis
2014



Ficha de identificagdo da obra elaborada pelo autor
através do Programa de Geragdo Automatica da Biblioteca Universitaria
da UFSC.

Maciel, Matheus Vinicius de Oliveira Brisola

Obtengdo e caracterizagdo de microparticulas de zeina

carregadas com timol / Matheus Vinicius de Oliveira

Brisola Maciel ; orientador, Pedro Luiz Manique Barreto ;

coorientador, Fabiano Cleber Bertoldi. - Florianopolis, SC,

2014.

86 p.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Santa

Catarina, Centro de Ciéncias Agréarias. Programa de Pés-

Graduagdo em Ciéncia dos Alimentos.

Inclui referéncias

1. Ciéncia dos Alimentos. 2. microencapsulacdo de

compostos ativos. 3. antioxidantes naturais. 4.

microencapsulagao por spray-drying. 5. timol. 1. Barreto,

Pedro Luiz Manique. II. Bertoldi, Fabiano Cleber. I1I.

Universidade Federal de Santa Catarina. Programa de Pds-
Graduagdo em Ciéncia dos Alimentos. IV. Titulo.




Matheus Vinicius de Oliveira Brisola Maciel

OBTENCAOE CARACTERIZAQAO DE MICROPARTICULAS
DE ZEINA CARREGADAS COM TIMOL

Esta Dissertacdo foi julgada adequada para obtencéo do Titulo de
“Mestre em Ciéncia dos Alimentos”, e aprovada em sua forma final pelo

Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncia dos Alimentos da Universidade
Federal de Santa Catarina.

Floriandpolis, 27 de fevereiro de 2014.

Prof.2 Roseane Fett, Dr.2

Coordenador do Curso
Banca Examinadora:

Prof. Pedro Luiz Manique Barreto, Dr. Orientador
Universidade Federal de Santa Catarina

Prof2. Jane Mara Block, Dr2.
Universidade Federal de Santa Catarina

Prof.2 Silvia Maria Martelli, Dr.2
Universidade Federal da Grande Dourados

Prof.2 Edna Regina Amante, Dr.2
Universidade Federal de Santa Catarina






Dedico este trabalho aos meus pais,
Elio Brisola Maciel e Maria Odete de
Oliveira Maciel meus grandes mestres
e meus irmaos Marilia e Mathias.






AGRADECIMENTOS

Ao Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncia dos Alimentos pela
oportunidade.

A Capes pela bolsa concedida.
A Fapesc pelo financiamento.

Ao professor Dr. Pedro Luiz Manique Barreto pela oportunidade,
orientacgdo, confianca, incentivo e amizade.

A todos os (as) professores (as) do Programa de Pds-Graduacdo em
Ciéncia dos Alimentos pelo conhecimento compartilhado e pela
infraestrutura disponibilizada em especial a professora Dr.2 Edna Regina
Amante e professora Dr.2 Carmen Maria Oliveira Miller (Laboratério
de Frutas e Hortalicas).

A professora Dr.2 Silvia Maria Martelli da Universidade Federal da
Grande Dourados por todo o apoio, ajuda e amizade em todo
desenvolvimento do trabalho.

Ao professor Dr. Marcone Augusto L. de Oliveira da Universidade
Federal de Juiz de Fora pela pronta ajuda na andlise estatistica.

Ao professor Dr. Guilherme Mariz de Oliveria Barra do Laboratério de
Pesquisa em Polimeros e Compdsitos do Departamento de Engenharia
de Materiais da UFSC, pela analise termogravimétrica em especial ao
Dr. Rodrigo Cercena pela atencéo e realizacdo da analise.

A professora Dr.2 Hellen K. Stulzer e a professora Dr.2 Elenara Maria T.
L. Senna do Programa de Po6s-graduacdo em Farmacia da UFSC por
disponibilizarem seus laboratérios, em especial aos alunos Francine
Schitz, Paola Borba, Rafael Nicolay, Georgia Kasten e Mariha Pinotti.

Ao Laboratério Central de Microscopia Eletronica (LCME/UFSC) pela
infraestrutura disponibilizada e a técnica Renata pela ajuda prestada.

Ao professor Dr. Michael Ramos Nunes do Instituto Federal de Ciéncia
e Tecnologia de Santa Catarina pelas analises de adsor¢édo de nitrogénio
e toda a colaboracdo intelectual prestada.



A Epagri, em especial ao pesquisador Dr. Fabiano Cleber Bertoldi, pela
parceria e colaboragdo na coorientacdo do projeto.

A todos os funciondrios do Departamento de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos.

Aos amigos Victor Pires, Valdinei Lara, Walmor Bindi Junior, Gustavo
Pereira, Aline da Rosa Almeida, Larissa Naida, Jefferson Rotta, pelo
incentivo e apoio.

A minhas queridas colegas e amigas de laboratério, Cleonice G. da
Rosa, Carolina M. Noronha, Sabrina M. de Carvalho, Renata Lino,
Gabriela Rocha, Bruna Jummes, Amanda Fernandes e Ana Paula
Zapelini pela ajuda e por estarem sempre presentes dividindo seus
conhecimentos e experiéncias.

A Janaina Cardoso Marques por sempre acreditar e me apoiar em tudo e
por ter dividido parte da sua vida comigo.

A todas as outras pessoas que de alguma forma contribuiram para este
trabalho.

A Deus e minha familia pelo incentivo, seguranga, apoio e amor.

Meus sinceros agradecimentos!



“Se posso aprender também posso ensinar
aberto ao novo

e nunca cristalizar”

Dead Fish






RESUMO

O timol, composto natural encontrado no 6leo essencial do orégano e do
tomilho, apresenta efeitos benéficos como atividade antioxidante e
antimicrobiana e é muito utilizado na inddstria de alimentos. No
entanto, seu uso pode ser limitado pela sua alta instabilidade a fatores
ambientais como a temperatura, oxigénio, luz e umidade. A degradacéo
do timol pode ser retardada pela microencapsulacéo, técnica em que o
composto ativo é envolvido por uma matriz que protege e possibilita a
liberagdo controlada. Dentro desse contexto, o objetivo desse trabalho
foi produzir e caracterizar microparticulas de zeina carregadas com
timol. As microparticulas foram obtidas pelo processo de atomizacdo
(spray-drying). A temperatura de secagem e a proporcdo de timol na
amostra foram definidas através da metodologia de superficie de
resposta, onde as melhores condi¢des selecionadas foram, 3,85% (g de
timol/100g de zeina) e 130 °C de temperatura de secagem. Nessa
condicdo uma eficiéncia de encapsulacdo de 49,5% foi atingida e as
microparticulas obtiveram didmetro médio de 14,3 um de acordo com a
andlise por difracdo de feixe de laser. Em uma segunda etapa as
microparticulas foram reticuladas utilizando os compostos 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) e (1R,2R,6S)-2-Hidroxi-9-
(hidroximetil)-3-oxabiciclo[4.3.0]Jnona-4,8  dieno-5-carboxilato  de
metila (genipin) e sua morfologia foi alterada, uma vez que seu formato
esférico ndo foi encontrado apds esse processo. A ligacdo promovida
pela reticulagdo entre as cadeias da proteina diminuiu os sitios de
ligacdo disponiveis, diminuindo a absorcdo de agua em relacdo as ndo
reticuladas. Isso foi evidenciado pela isoterma de sor¢do de &gua. As
andlises térmicas mostraram que a microencapsulagdo proporcionou
protecdo ao timol até uma temperatura acima da temperatura de
degradacdo do composto puro. Os testes de liberacdo realizados
mostraram que as microparticulas ndo reticuladas apresentaram uma
liberacdo mais acentuada do timol chegando a 90% de liberacdo no
primeiro dia. As microparticulas reticuladas mostraram liberacdo mais
lenta classificada como néo-fickiana, com maior resisténcia na taxa de
relaxamento das cadeias proteicas reduzindo a liberagéo do timol.

Palavras-chave: timol, microparticulas, spray-drying, liberagdo
controlada.






ABSTRACT

Thymol is a natural compound found in the essential oil of oregano and
thyme, with antioxidant and antimicrobial activities. It is highly used in
the food industry. Its use may be, however, limited due to high
unstableness to environmental factors such as temperature, oxygen, light
and humidity. Thymol degradation may be delayed by
microencapsulation by which the active compound is wrapped in a
matrix that protects and makes possible controlled release. Current
research produces and characterizes microparticles of thymol-bearing
zein. Microparticles were obtained by spray-drying and drying
temperature and thymol percentage in the sample were defined by
response surface methodology in which the best conditions were 3.85%
(g thymol/100g zein) and drying temperature at 130 °C, obtaining
49.5% encapsulation efficiency. Microparticles had an average diameter
14.3 um following laser diffraction analysis. Microparticles were then
recticulated by  compounds  1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)
carbodiimide (EDC) and (1R,2R,6S)-2-Hydroxy-9-(hydroxymethyl)-3-
oxabicycle[4.3.0]nona-4,8 dieno-5-carboxylate of methyl (genipin), with
changed morphology since sphere shape was not possible after the
process. Bond provided by reticulation between protein chains
decreased available sites and reduced water absorption when compared
with non-reticulated ones. Water sorption isotherm is evidence of the
above. Thermal analyses showed that microencapsulation protected
thymol up to a temperature above the degradation of the pure
compound. Release tests also demonstrated that non-reticulated
microcapsules had a greater thymol release, reaching 90% during the
first day. Reticulated microparticles revealed a slower release, classified
as non-Fickian release, with a greater resistance in relax rate of the
protein chains, with a decrease in thymol release.

Keywords: thymol, microparticle, spray-drying, controlled release.
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1 INTRODUCAO

Compostos bioativos termossensiveis e volateis oriundos de
plantas apresentam grande importancia na industria de alimentos, bem
como, na farmacéutica e cosmética. Esses compostos podem apresentar
diversas funcgdes bioldgicas que despertam interesse, como por exemplo,
atividade antioxidante e antimicrobiana. Porém, seu uso pode se tornar
limitado pela alta instabilidade a fatores ambientais como, luz, calor e
umidade. Dessa forma a estocagem e preservacdo desses ingredientes
durante o processamento tornam-se um desafio tecnol6gico a ser
enfrentado. Os 6leos essenciais sdo ricos nesses compostos de interesse
e também podem apresentar limitacGes no seu uso, pois podem reagir
com outros componentes da formulacdo alterando suas propriedades
(PARRIS, COOKE e HICKS, 2005; MULLER, 2011).

Entre as alternativas empregadas para prolongar a estabilidade
desses compostos, destaca-se a microencapsulacdo, que consiste em
encapsular sélidos ou liquidos dentro de matrizes ou sistemas
reservatérios poliméricos (WATTS et al., 1990; AZEREDO, 2005;
MADENE et al, 2005).

A tecnologia de microencapsulacdo tem sido utilizada na
indastria de alimentos h& muitos anos e inclui o revestimento de
pequenas particulas de compostoscomo por exemplo, acidulantes, éleos
essenciais e aromas (DESAI; PARK, 2005).

Na industria de alimentos o processo de microencapsulacdo é
aplicado por uma variedade de razdes, entre elas estdo a protecdo do
material do nlcleo da degradacéo e reducdo da sua reatividade com o
ambiente exterior; a diminuicdo da taxa de transferéncia do material do
nicleo para o exterior; alteragdes nas caracteristicas fisicas do material
para facilitar sua manipulacdo; liberacdo controlada ao longo de um
determinado tempo ou em um determinado ponto; mascarar sabor dentre
outras razdes (DESAI; PARK, 2005).

Para a obtencdo de microparticulas, um dos métodos mais
utilizados é o spray-drying, que por empregar baixo tempo de exposicdo
dos compostos a temperaturas elevadas, consegue preservar esses
compostos evitando a perda de sua atividade bioldgica. Para isso a
escolha da matriz polimérica € muito importante devendo ser levado em
consideracdo diversos fatores como, solubilidade, toxicidade, custo,
ligagdo com o composto de interesse entre outros. Nesse contexto, 0 Uso
de proteinas como matriz para obtencdo de microparticulas é uma
alternativa vidvel. A zeina, uma prolamina do milho, apresenta baixa
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hidrofilicidade e boa capacidade de formacdo de filme e ligacdo com
compostos de interesse, 0 que a torna um excelente material para esse
fim (SHUKLA; CHERYAN, 2001; XU et al, 2008; QUISPE-
CONDORI; SALDANA; TEMELLI, 2011). Suas propriedades podem
ainda ser melhoradas ou aprimoradas para determinadas aplicacdes,
como a liberagdo controlada e aumento da estabilidade da proteina
proporcionando maior protecdo ao nlcleo. Isso pode ser alcangcado com
0 uso de agentes reticulantes que promovem ligacGes covalentes estaveis
entre segmentos das cadeias da proteina. Esses agentes assim como 0s
antioxidantes e antimicrobianos podem ser de origem natural atendendo
uma demanda crescente para esse tipo de produto.

Dentro deste contexto o presente trabalho teve como objetivo
desenvolver microparticulas de zeina carregadas com timol, composto
natural presente em 6leos essenciais como o de orégano e tomilho. A
reticulagdo dessas microparticulas foi realizada utilizando dois agentes
naturais o genipin e o 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida
(EDC). As microparticulas obtidas foram caracterizadas quanto a sua
morfologia, distribuicdo de tamanho, estabilidade a umidade e
temperatura, além de testes relacionados a sua atividade antioxidante e a
liberacgdo do timol.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBIJETIVO GERAL

Desenvolver e caracterizar microparticulas de zeina carregadas
com timol.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Auvaliar o efeito da concentracdo de timol na formulacdo e da
temperatura de secagem sobre a eficiéncia de encapsulacéo do timol
utilizando o delineamento central composto.

» Caracterizar as microparticulas com maior eficiéncia de
encapsulacdo quanto as suas propriedades fisico-quimicas através de
analises termogravimétricas, microscopia eletronica de varredura,
espectroscopia no infravermelho, isotermas de sorgdo de agua e de
nitrogénio e compressibilidade/compactabilidade do pé.

» Auvaliar a liberag@o do timol das microparticulas de zeina bem como
a atividade antioxidante do timol liberado.

» Reticular as microparticulas de zeiha carregadas com timol
utilizando EDC e Genipin.

» Avaliar a influéncia da reticulagdo nas propriedades fisico-quimicas
das particulas e na liberacdo do timol.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 ANTIOXIDANTES EM ALIMENTOS

Os antioxidantes sao moléculas que tém a capacidade de proteger
0s metabolitos contra a oxidacdo. Nos alimentos podem ser adicionados
para proteger os mesmos contra 0 processo oxidativo de seus proprios
componentes. Em alguns casos podem ser adicionados como agentes
flavorizantes e que apresentem atividade antioxidante. As especiarias
foram e sdo utilizadas durante séculos para mascarar e atrasar a
deterioragdo de alimentos durante 0 armazenamento ou preparo
(CADENAS; PACKER, 2002; LIN; JAIN; YAN, 2014). O uso de
aditivos antioxidantes sintéticos tais como Butil-hidroxitolueno (BHT) e
o Butil-hidroxianisol (BHA) podem ser controversos por apresentar
efeitos adversos na salde humana, quando presentes em quantidades
superiores as indicadas, dessa forma sua substituicdo por antioxidantes
naturais é cada vez mais comum na inddstria de alimentos. Entre alguns
exemplos de antioxidantes estdo os antioxidantes primarios que incluem
compostos fenolicos, tais como os tocoferois, os ja citados BHT e BHA;
0 galato de propila, de octila e de dodecila e o t-butilhidroquinona
(TBHQ). Outros compostos, os chamados antioxidantes secundarios,
podem atuar por uma variedade de mecanismos podendo ser agentes
guelantes de metais (acidos citrico, malico e tartarico), removedores de
oxigénio (acido ascorbico, palmitato de ascorbila), podem realizar a
conversao de hidroperéxidos em espécies ndo radicalares (fosfolipidios),
absorcdo por radiagdo UV ou desativacdo do oxigénio singlete
(carotenodides). Os antioxidantes naturais podem ser encontrados em
diversas plantas, como por exemplo, o alecrim, orégano, tomilho e com
maior frequéncia sdo isolados de seus respectivos Gleos essenciais
(HAN, 2005; MOZAFARI et al, 2006; JONGJAREONRAK et al.,
2008; YEN; YANG; MAU, 2008; SHAHIDI; ZHONG, 2010;
GARGIULO et al, 2013). A maioria dos antioxidantes oriundos de
plantas séo fendis, que agem como antioxidantes (AH) porque seu grupo
-OH elimina os radicais reativos, como por exemplo o radical peroxil
(RO, - - Equacdo 1).

R-OOe + AH — ROOH + Ae (1)

O radical fenoxil resultante (A—O-) é pouco reativo e substitui o
radical RO, que apresenta grande reatividade. Além disso, os fendis
apresentam mecanismos adicionais de acdo antioxidante, como quelagéo
de ions de metais de transi¢do (CADENAS; PACKER, 2002).
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Tradicionalmente os radicais livres sdo tidos como os principais
causadores do envelhecimento precoce e doencas degenerativas. Porém,
algumas pesquisas revelam que alguns desses radicais sdo essenciais
para manter as fungdes celulares. Dessa forma deve-se alcancar um
equilibrio entre os radicais e os antioxidantes, o chamado equilibrio
oxidativo (LIN; JAIN; YAN, 2014).

Dentre as fontes naturais de compostos antioxidantes estdo os
Oleos essenciais de especiarias. Existem diversas formas de extracdo
desses 6leos essenciais e entre 0s mais usados estdo a extragdo por
arraste de vapor de agua e a extragao por fluido supercritico. Esses 6leos
volateis sdo em sua maioria compostos por terpendides, aldeidos, fendis,
alcoois, cetonas entre outros em menores quantidades. Sua alta atividade
biolégica também inclui a inibicdo do crescimento microbiano
(PARRIS; COOKE; HICKS, 2005). Os 6leos essenciais extraidos do
orégano e tomilho apresentam como compostos majoritarios o timol e o
carvacrol.

3.2 TIMOL

O orégano e o tomilho sdo plantas muito utilizadas na culinaria
de diversas culturas. Muito difundidas nos paises do mediterraneo, o seu
sabor agradavel torna-as de facil aceitacdo no paladar da maioria das
pessoas. Varios estudos comprovam a atividade biolégica dos 6leos
essenciais dessas plantas. E relatada principalmente atividade
antioxidante e antimicrobiana e dessa forma sua aplicagdo em
formulagdes alimenticias se torna vidvel (BERTELLI, 2003; BADI et al.
2004; NOSTRO et al., 2004; JORDAN et al. 2006; OCANA-FUENTES
et al. 2010; COSTA et al. 2012; KOCIC-TANACKOV et al., 2012).

Os compostos majoritarios do orégano e do tomilho sdo dois
fendis monoterpendides e isdmeros de posic¢do. O timol de nomenclatura
guimica 5-metil-2-(1-metiletil)-fenol, férmula molecular C;oH14,0 €
massa molar de 150,22 g/mol, se apresenta na forma de cristais grandes
translicidos incolores ou brancos. Seu odor aromético e paladar
marcante sdo semelhantes ao tomilho. E uma substancia pouco soldvel
em &gua e seu ponto de fusdo é de 52 °C, permanecendo liquido em
temperaturas consideravelmente mais baixas, enquanto que seu ponto de
ebulicdo é 233 °C. J& o carvacrol é quimicamente denominado 2-metil-
5-(1-metiletil)-fenol, possui formula molecular C;yH;40, massa molar
150,22g/mol, apresenta-se na forma liquida com coloracdo amarelo
claro e densidade de 0,975 g/mL & 20 °C. O carvacrol possui
caracteristica pungente e odor aromatico, semelhante ao orégano, bem
como, pouca solubilidade em &gua. O seu ponto de fuséo é de 2 °C e seu
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ponto de ebuli¢do é de 234 — 236 °C (NEVES, 2009). A Figura 1 ilustra
a estrutura molecular desses dois compostos (NOSTRO et al, 2004).

Figura 1 - Estrutura molecular do timol e carvacrol.

OH

OH

Timol Carvacrol
Fonte: Nostro et al., 2004.

A alta volatilidade e consequente instabilidade quimica frente a
fatores ambientais como luz, oxigénio e temperatura sdo limitadores do
uso e aplicagdo desses compostos. Dessa forma uma alternativa
tecnologica para contornar esses problemas é a microencapsulacao.

3.3 MICROENCAPSULACAO

A microencapsulagdo é a técnica em que um ou mais materiais
sdo envolvidos juntamente ou por outro material ou sistema. O material
revestido é chamado de ativo ou ndcleo e o material de revestimento é
chamado de parede, transportador ou encapsulante (MADENE et al.,
2005). As particulas podem ser classificadas pelo tamanho em trés
categorias: macro (>5000 um), micro (0,2-5000 um) e nanoparticulas
(<0,2 um). Quanto as suas caracteristicas, as particulas podem ser
divididas em dois grupos: aquelas nas quais o nicleo é nitidamente
concentrado na regido central, circundado por um filme definido e
continuo do material de parede, e aquelas nas quais o nucleo é
uniformemente disperso em uma matriz (AZEREDO, 2005).

Na maioria dos casos, 0 encapsulamento refere-se a uma
tecnologia em que 0s componentes bioativos (ex: compostos de sabor,
pigmentos, acidulantes, nutrientes, enzimas, &cidos graxos,
conservantes) sdo completamente envoltos, cobertos e protegidos por
uma barreira fisica. Além disso, a encapsulacdo tem sido definida como
uma tecnologia de embalagem de materiais solidos, liquidos ou gasosos
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em pequenas particulas que liberam o seu conteldo a taxas controladas
durante periodos prolongados e em condi¢es especificas (NEDOVIC et
al. 2011) .

Alguns dos objetivos da encapsulacéo aplicada aos alimentos séo:
reduzir as interacBes do nucleo com fatores do ambiente, reduzindo
alteracGes como perda de aroma, de cor ou do valor nutricional; separar
componentes reativos ou incompativeis; reduzir a taxa de migragdo do
material do ndcleo para o ambiente externo (por exemplo, por
evaporagdo, que é muito rapida no caso de compostos de sabor ndo
encapsulados); evitar reacGes prematuras de um substrato; mascarar
compostos de sabor indesejavel; promover melhor solubilidade do
ndcleo e melhor incorporagdo em sistemas secos (AZEREDO, 2005).

A selecdo do material de parede envolve a avaliacdo de varios
fatores como: eficiéncia de encapsulacdo, a estabilidade em diferentes
condi¢des de armazenamento, o grau de prote¢do proporcionado ao
material de nlcleo, a observacdo de superficie por microscopia de
varredura, objetivos esperados e requisitos do produto, a natureza do
material do nicleo, o processo de encapsulagdo, o custo e aprovacéo do
material de revestimento por 6rgdos como Food and Drug
Administration (EUA) ou European Food Safety Authority (Europa)
(PEREZ-ALONSO et al. 2003; MADENE et al, 2005). Existe um
nimero limitado de métodos de encapsulagdo, mas uma enorme
variedade de materiais diferentes pode ser usada. Estes materiais
incluem proteinas, carboidratos, lipideos, gomas e celulose. Segundo
estes mesmos autores, as proteinas tém excelentes propriedades
funcionais, tais como viscosidade, solubilidade, emulsificacdo e
propriedades de formacéo de filmes, sendo possivel sua utilizagdo para
encapsulacéo.

As propriedades funcionais das proteinas possibilitam que sejam
usadas como material de revestimento apresentando boas caracteristicas
para a microencapsulacdo por spray-drying. Além disso, as proteinas
possuem elevadas propriedades de ligacdo para os compostos de sabor
de interesse (GHARSALLAOQUI, 2007).

A microencapsulacdo por spray-drying é muito utilizada na
indUstria de alimentos e envolve a emulsificagdo do material do nicleo
com uma solucdo densa de material de parede, atomizacdo e secagem da
solucdo (FUCHS et al., 2006). O processo de emulsificagcdo € uma etapa
importante e critica da microencapsulacdo de 6éleos alimentares,
caracteristicas como a estabilidade da emulsdo e o tamanho das gotas,
tém um papel chave na eficiéncia da encapsulacdo durante e depois do
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processo e na caracterizagdo morfométrica da microcapsula (RODEA-
GONZALEZ et al., 2012).

O processo de secagem por spray-dryer ¢ amplamente utilizado
para a producdo de alimentos, encapsulando componentes ativos bem
como produtos quimicos, medicamentos e cosméticos (FUCHS et al.,
2006; KHA et al., 2010; QUISPE-CONDORI; SALDANA; TEMELLI,
2011). O objetivo principal deste processo é criar uma barreira entre o
componente da particula e 0 meio ambiente. Esta barreira pode proteger
contra fatores externos como oxigénio, luz, umidade além de evitar o
contato com outros ingredientes, por exemplo, em um produto pronto
para 0 consumo (FUCHS et al.2006; QUISPE-CONDORI; SALDANA;
TEMELLI, 2011), obtendo boas caracteristicas reconstitutionais, baixa
atividade de agua, além de facilitar o transporte e armazenamento desses
produtos. Sendo um processo altamente adequado para componentes
sensiveis ao calor, como por exemplo, 0s carotenoides e compostos
fendlicos (KHA et al., 2010).

O processo consiste basicamente de quatro etapas: preparacéo de
uma dispersdo ou emulsdo; homogeneizacdo, atomizacgao e desidratacdo
das particulas atomizadas (LAOHASONGKRAM;
MAHAMAKTUDSANEE; CHAIWANICHSIRI, 2011). A secagem
spray-drying tradicional é geralmente utilizada para transformar as
substancias liquidas em pé de forma rapida e eficiente. A velocidade do
processo e, consequentemente, o curto tempo de secagem permitem que
até mesmo produtos sensiveis a temperatura sejam submetidos ao
método sem degradacdo. Este processo de secagem por pulverizacdo €é
particularmente usado para melhorar a conservacgao do produto na forma
de sélido seco (LI et al., 2010). Esses mesmos autores, relatam que o po
assim gerado é um sistema de matriz na forma de microparticulas
apresentando uma morfologia esférica oca ou dependendo da natureza
do material da parede usado e das condi¢Bes operacionais de secagem,
tais como a temperatura de admissdo, a concentracdo de solidos, a taxa
de fluxo de gas, ou taxa de alimentacdo. As amostras em p6 sdo em sua
maioria heterogéneas e amorfas. Em geral os rendimentos de secagem
por atomizacdo em escala de laboratério sdo limitados, atingindo cerca
de 50% a 70%.

Em estudos realizados em 2011 (LAOHASONGKRAM;
MAHAMAKTUDSANEE; CHAIWANICHSIRI), as condig¢bes 6timas
encontradas para microencapsulacdo de 6leo de macadamia por spray-
dryer foram de 1,1 kg/h e 167 °C para taxa de alimentacdo e
temperatura de entrada, respectivamente, obtendo um tamanho médio de
particula de 9,75 + 0,03 um. Os autores também relatam microparticulas
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esféricas com alguma rugosidade ou ondulagdes na superficie, atribuidas
a temperatura e rapida evaporacdo da agua superficial, apresentando
nucleo simples e multiplo.

Segundo Matsuno e Adachi (1993), a encapsulacdo de lipideos
pode ser (til para retardar a auto-oxidacdo lipidica além de poder servir
de transporte de substancias como aromatizantes e compostos amargos.
Gharsallaoui e colaboradores (2011) conseguiram um aumento na
retencdo de compostos de sabor em matrizes de proteina isolada de
ervilha e pectina, a retencdo durante a secagem por pulverizacdo
aumentou com a diminuicdo da volatilidade do composto encapsulado e
variou de 28% a 40%. A estabilidade da particula e a capacidade de reter
0 composto de aroma, segundo 0s autores podem ser atribuidas tanto a
presenca de pectina como no efeito protetor da estrutura molecular da
proteina. As condicfes de secagem utilizadas foram de 180 °C de
temperatura de entrada e 90 °C de saida com uma taxa de alimentacdo
de 1 L/h.

A influéncia da temperatura de entrada e de saida de ar sobre a
microencapsulacdo de Oleo essencial de limdo por spray-dryer foi
avaliada por Bringas-Lantigua, Valde's e Pino (2012), visando otimizar
0s parametros para retencdo do Oleo volatil, eficiéncia da
microencapsulacdo e taxa de evaporagdo na secagem que foram tidos
como variaveis de resposta. Ao passo que, as temperaturas de 220 °C e
85 °C foram encontradas para proporcionar uma maxima taxa de
evaporagdo (7,7 kg/h), retencdo de Oleo (95,7%) e eficiéncia de
microencapsulacdo (99,9%).

E desejavel que a temperatura do ar de entrada seja elevada o
suficiente para permitir a rédpida formacdo de uma membrana
semipermeavel sobre a superficie da gota, mas néo tédo elevada a ponto
de formar bolhas e perturbacdo da superficie, 0 que aumenta as perdas
durante a secagem (BRINGAS-LANTIGUA; VALDE'S; PINO, 2012).

Em relacéo & temperatura de saida em estudos com 6leo essencial
de limdo, um aumento da temperatura representou uma elevacdo dos
teores de 6leo superficial (HUYNH et al., 2008).

A taxa de fluxo de ar da atomizagdo é um fator que pode
influenciar no tamanho da particula. Isto pode estar relacionado com o
fato de que o aumento do fluxo de ar pode fornecer mais energia para a
atomizagéo do liquido e ajudar produzir finas goticulas e posteriormente
particulas menores (RAMEZANI et al., 2013). O uso das proteinas
como agentes encapsulantes € muito comum além de ser uma fonte de
baixo custo comparada a alguns polimeros. A proteina do milho é uma
alternativa para a microencapsulagéo de compostos ativos.
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34 ZEINA

Os grdos de milho contém em torno de 11 a 14% de proteinas
sendo que a maior parte localiza-se no endosperma. A exemplo dos
demais cereais, as proteinas do milho se distribuem entre albuminas,
globulinas, prolaminas e glutelinas (SGARBIERI, 1996).

As proteinas sdo polimeros biolégicos compostos por
aminoacidos que apresentam uma variedade de diferentes estruturas
gerais. A estrutura molecular de uma proteina em particular depende da
sua sequéncia de aminoéacidos, condicdes ambientais prevalecentes e
historia ambiental, por exemplo, a exposicdo a diferentes temperaturas,
pressbes, solventes, valores de pH, e composi¢ches idnicas
(MATALANIS; JONES; McCLEMENTS, 2011). Na Figura 2 observa-
se a seccdo transverssal de um grdo de milho e seus principais
componentes (SHUKLA; CHERYAN, 2001).

Figura 2 - Seccdo transversal da semente de milho mostrando a localizacdo dos
principais componentes.

ENDOSPERMA
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GERME

APICE

Fonte: Shukla e Cheryan (2001).

A zeina é a prolamina do milho e representa cerca de 50% da
proteina total dos grédos. Junto com as glutelinas constituem as proteinas
de reserva para a germinacdo das sementes além de fazer parte da
estrutura do endosperma formando ligaces de hidrogénio e ligagdes
dissulfeto intramoleculares. Depois do 23° dia ap6s a polinizacdo a
zeina é produzida no grdo e tem um rapido aumento na velocidade de
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sintese a medida que o grdo amadurece. Estudos eletroforéticos
mostraram um grau moderado de heterogeneidade da zeina sendo
composta de fragfes polipeptidicas com massa molar na faixa de 19.000
a 25.000 Daltons. Essa prolamina quando de origem comercial €
normalmente separada da farinha do gldten de milho como um co-
produto da moagem Umida do milho e é uma mistura de pelo menos
quatro fracdes de proteinas: a-, B-, y- ¢ 8-zeina, cada uma com uma
sequéncia de aminoacidos diferente, massa molar e solubilidade. E uma
proteina insollvel em agua e solivel em alcool, como toda prolamina
(SGARBIERI, 1996; ELZOGHBY; SAMY; ELGINDY, 2012).

Desde meados do século 20 o foco principal na utilizacdo da
zeina é como um polimero industrial (SHUKLA; CHERYAN, 2001).
Sua ampla aplicabilidade pode ser atribuida a sua relativamente baixa
hidrofilicidade, boa elasticidade e excelente capacidade formadora de
filme, além da vantagem de ser obtida de fonte natural e renovavel, a
zeina apresenta boa biocompatibilidade e biodegradabilidade. Sendo
assim o uso da zeina como carreadora de compostos ativos tanto em
filmes como em micro e nanoparticulas vem sendo relatado por varios
autores nos Ultimos anos (SHUKLA; CHERYAN, 2001; XU et al.,
2008; QUISPE-CONDORI; SALDANA; TEMELLI, 2011).

Quispe-Condori e colaboradores (2011) investigaram o uso da
zeina como material de revestimento para microencapsulacdo de 6leo de
linhaca por spray dryer e freeze dryer e obtiveram bons resultados para
eficiéncia de microencapsulagdo, rendimento e morfologia das
particulas. Um estudo da formacdo de nanoparticulas de zeiha pelo
processo de atomizacdo elétrica foi realizado por Gomez-Estaca e
colaboradores (2012) para encapsular o composto ativo curcumina.
Nesse estudo com um aumento da concentracao do polimero (entre 2,5 e
15% massa/massa) houve um aumento no tamanho das particulas (175 a
900 nm), em relacédo a taxa de fluxo, uma diminuicdo dos tamanhos foi
observada com taxas de fluxo menores. A eficiéncia de encapsulacéo foi
de 85 a 90%, com nanoparticulas na forma de sistemas de matriz com a
curcumina homogeneamente distribuida na matriz de zeina e apds trés
meses de armazenamento ao abrigo da luz a 23 °C e 43% de umidade
relativa, o tamanho ou a morfologia das nanoparticulas ndo tinha sofrido
alteracdes significativas, o0 mesmo foi evidenciado para o contetdo de
curcumina. A curcumina encapsulada apresentou boa dispersdo em uma
matriz aquosa de alimentos: leite semi-desnatado (GOMEZ-ESTACA et
al., 2012).
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3.5 SISTEMA DE LIBERAGCAO DO COMPOSTO ATIVO

O composto ativo uma vez incorporado em uma matriz
polimérica deve apresentar capacidade de difusdo através da rede
polimérica para 0 meio onde estiver presente. Essa liberacdo pode ser
obtida pelo contato direto do alimento com o ativo ou difusdo através do
material da embalagem, por exemplo. Nos sistemas de liberacdo
controlada os compostos quimicos sdo adicionados em alguns tipos de
materiais, principalmente materiais poliméricos, e sua taxa de liberacdo
é controlada durante um determinado periodo de tempo (CHANDRA,;
RUSTGI, 1998; MASTROMATTEO et al. 2010).

A taxa de liberacdo a partir de um sistema de reservatorio
depende da espessura, da area e da permeabilidade da barreira (material
de parede). Em um reservatdrio contendo um excesso de agente ativo, a
taxa de liberacdo segue a cinética de ordem zero (isto é, a taxa de
liberacdo é constante) (MASTROMATTEO et al. 2010). Segundo
Pothakamury e Barbosa-Canovas (1995) os principais passos na
liberagdo de um ativo a partir de um sistema de matriz sdo os seguintes:

- Difusdo do agente ativo no interior do reservatorio;

- Dissolucéo do agente ativo entre o fluido de transporte do reservatorio
e a barreira;

- A difusdo através da barreira e entre a barreira e 0 meio de elui¢do
(isto €, o alimento);

- Transporte da superficie da barreira para o alimento.

Para as microparticulas de zeina a liberagdo do composto ativo se
da pelo intumescimento da matriz proteica. Nesse sistema o0 agente
ativo, disperso na matriz, é incapaz de se difundir em qualquer extensdo
significativa no interior da matriz devido & seu menor coeficiente de
difusdo. Quando a microparticula €é colocada em um meio
termodinamicamente compativel, o polimero intumesce devido a
absorcdo de fluidos do meio. O coeficiente de difusdo do agente ativo na
parte intumescida da matriz aumenta e entdo o mesmo difunde-se para
fora. A taxa de liberacdo é determinada pelo processo de transicdo do
estado vitreo (antes do intumescimento) para o estado elastico (apés o
intumescimento). No caso da geometria plana, a quantidade de agente
ativo, M, libertada no tempo t pode ser modelada pela Equacéo 2.

M
Moo

= k,t" @)
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Onde M,, é a carga inicial do ativo e k, € n sdo parametros do
sistema, onde n indica o tipo de transporte (MASTROMATTEO et al.,
2010). Geralmente, a liberacdo de um composto ativo pelo
intumescimento da rede polimérica ocorre em duas etapas. Primeiro as
moléculas do solvente penetram na matriz conduzindo & sua expanséo.
A medida que o solvente se difunde, a cadeia polimérica se torna cada
vez mais expandida, permitindo que o composto ativo seja liberado para
0 exterior até que o equilibrio termodindmico entre as duas fases seja
atingido. Dessa forma a cinética de liberagcdo do timol, utilizado no
presente estudo, depende dos seguintes fendmenos: difusdo do solvente
(aquoso), cinética de relaxamento da matriz macromolecular e a difusdo
do composto ativo através da rede polimérica intumescida (DEL
NOBILE et al., 2008; MASTROMATTEO et al., 2010).

36 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DAS
MICROPARTICULAS

3.6.1  Eficiéncia de encapsulagdo

A eficiéncia de encapsulacdo é definida pela razdo do composto
ativo presente na superficie da particula seca e do teor total do ativo.
Assim para esse calculo é necessario primeiramente obter esse dois
resultados (QUISPE-CONDORI; SALDANA; TEMELLI, 2011).

Para a determinagdo do teor total do ativo nas microparticulas, as
mesmas sdo rompidas com o uso de solvente para liberar o ativo
presente. J4 para a determinacdo do ativo na superficie, as
microparticulas sdo lavadas com um solvente no qual a microparticula
nao é sollivel, mas onde o composto ativo encontra afinidade e €
arrastado. As quantificacbes do teor total e superficial do ativo séo
realizadas por espectrometria (QUISPE-CONDORI; SALDANA;
TEMELLLI, 2011).

3.6.2  Morfologia e distribui¢do de tamanho

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) é muito utilizada
para obter informacdes relativas a forma e tamanho das microparticulas
(QUISPE-CONDORI; SALDANA; TEMELLI, 2011; TONON;
GROSSO; HUBINGER, 2011; GALLARDO et al., 2013;).

Imagens obtidas por MEV para particulas de zeina carregadas
com Gleo de linhaga mostraram uma heterogenicidade nos tamanhos e
superficie esférica com algumas rugosidades (QUISPE-CONDORI;
SALDANA; TEMELLI, 2011). Essas caracteristicas foram encontradas
por diversos pesquisadores que atribuem o fato a rapida evaporacdo da
agua no processo de secagem formando deformidades na superficie da
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particula (NIJDAM; LANGRISH, 2006; TONON; GROSSO;
HUBINGER, 2011; QUISPE-CONDORI; SALDANA; TEMELLI,
2011; GALLARDO et al., 2013).

Uma forma comum de obter a distribuicdo de tamanho de
particulas sélidas é por difracdo de feixe de laser (LEUSCHNER;
WEAVER; LILLFORD, 1999). Nessa técnica pequenas quantidades da
amostra sdo dispersas em um veiculo que normalmente é um solvente no
qual a particula ndo é solavel. A difracdo de feixe de laser calcula o
volume relativo das particulas e outros parametros apartir dos dados de
dispersdo do feixe assumindo que as particulas possuem forma esférica
(MOUGHAL; MUNRO; SINGH, 2000). Com essas analises sdo obtidas
conclusdes a respeito da morfologia e tamanho médio de particulas bem
como sua distribuicéo.

3.6.3  Isoterma de sorc¢do de dgua

O controle do teor de umidade dos alimentos durante o
processamento e armazenamento é de vital importancia, pois a agua
desempenha diversas funcBes nas reacdes quimicas dos mesmos e
interfere na qualidade e vida de prateleira podendo potencializar sua
deterioracdo. Neste contexto, a isoterma de sorcdo de agua é uma
ferramenta extremamente importante na ciéncia de alimentos, porque
pode ser usada para prever as mudancas na estabilidade de alimentos e
assim ajudar na selecdo de materiais e ingredientes de embalagens
apropriadas (AYRANCI; DUMAN, 2005).

Para a realizacho dessa andlise é aplicado o método de
determinacédo da isoterma por gravimetria estatica. Onde as amostras séo
acondicionadas em recipientes com diferentes umidades relativas e
mantidas até peso constante (AYRANCI; DUMAN, 2005). Diversos
trabalhos avaliam a isoterma de sor¢do de agua como pardmetro de
estabilidade do material. Esses dados normalmente sdo tratados por
modelos matematicos e 0 mais comum para esse fim é o modelo de
GAB (Guggenheim-Anderson-de Boer), que fornece pardmetros como,
0 contelido de umidade de equilibrio em base seca, teor de umidade na
monocamada entre outros (TUNC; DUMAN, 2007; SHIRAI et al.,
2013; SOARES et al., 2014).

3.6.4  Isoterma de adsorcéo de nitrogénio

A distribuicdo de tamanhos ou de volumes de poro em funcao do
didmetro de poro pode ser calculada a partir da pressdo relativa na qual
0s poros sao preenchidos com um liquido proveniente da condensacéo
de um gés. O processo inverso, ou seja, a evapora¢do do liquido contido
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no poro, também pode ser utilizada (TEIXEIRA; COUTINHO;
GOMES, 2001).

Quando este sélido é exposto a um gas ou vapor em um sistema
fechado a temperatura constante, ele passa a adsorver o gas aumentando
a massa do sélido e diminuindo a pressdo do gas. Essa massa e pressao
assumem entdo um valor constante. A quantidade de gas adsorvida pode
ser calculada pela diminui¢do da pressdo por meio da aplicacdo das leis
dos gases ou pela massa de gas adsorvida pelo sélido. A quantidade de
gas adsorvida é funcdo da interacdo entre o gas e o soélido, sendo,
portanto, dependente da natureza dessas espécies. O processo de
adsorcdo pode ser classificado como um processo fisico ou quimico,
dependendo do tipo de forca envolvido (TEIXEIRA; COUTINHO;
GOMES, 2001).

O recobrimento da superficie do sélido pelo gés e a formacéo da
monocamada e multicamadas sdo ilustradas na Figura 3.

Figura 3 - Recobrimento da superficie do s6lido pelo gas adsorvente em quatro
estagios.

Stage 1 .

Fonte: Micromeritics (2013).

Onde sob 0 aumento gradativo da pressao do gas, no 1° estagio 0s
locais isolados da superficie comecam adsorver moléculas do gés a
baixa pressdo. No 2° estdgio as moléculas adsorvidas formam uma
monocamada e no 3° estadgio é formada a multicamada e os poros
menores sdo preenchidos primeiro. Ja no 4° estagio a amostra é
completamente coberta e todos o0s poros sdo preenchidos
(MICROMERITICS, 2013).

Segundo Teixeira, Coutinho e Gomes (2001), quando o estudo do
fendmeno de adsorcdo é feito com o objetivo de se obter informages
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sobre a area especifica e a estrutura porosa de um sélido, a construcdo
de uma isoterma de adsor¢do é de fundamental importancia, pois sua
forma revela muitos detalhes sobre as caracteristicas do material. O
formato da isoterma é funcéo do tipo de porosidade do sélido. Os seis
tipos mais conhecidos sdo mostrados na Figura 4.

Figura 4 - Isotermas (n versus P/P0) do tipo I ao tipo VI.
| I

[11 IV

Fonte: Teixeira, Coutinho e Gomes (2001).

3.7 RETICULACAO POLIMERICA

Os biopolimeros, tais como proteinas e polissacarideos, séo
geralmente uma alternativa ecologicamente importante para substitui¢éo
de polimeros sintéticos. Porém, sua aplicacdo pode ser limitada pela
solubilidade em &gua o que pode ser uma desvantagem. Dessa forma a
reticulacdo pode ser uma alternativa para melhorar as propriedades
fisicas e de barreira em baixa e alta umidade. A formagdo das ligacGes
cruzadas entre as cadeias poliméricas podem contornar esses problemas
além de ser uma forma de alterar a resisténcia quimica, as propriedades
adesivas, a estabilidade térmica e mecénica e a taxa de degradagdo do
material (SELLING; SESSA, 2007; FAYAD, 2010).

A reticulagdo forma ligagdes covalentes estaveis entre segmentos de
cadeias polipeptidicas dentro da proteina (ligages intramoleculares) ou
entre cadeias poliméricas vizinhas (ligagbes intermoleculares) formando
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uma estrutura em rede tridimensional, normalmente mais rigida que o
material ndo reticulado (GERRARD, 2002). Alguns agentes sdao bem
utilizados para a reticulagdo de proteinas como a zeina, entre eles estdo
o formaldeido, glutaraldeido, epicloridrina, &cido citrico entre outros. As
carbodiimidas também podem ser utilizadas como agentes reticulantes e
0 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) apresenta
vantagem por ndo ser incorporado a estrutura da proteina e apresentar
como subproduto da reagdo somente um derivado de uréia soltvel em
agua, que pode ser removido por sucessivas lavagens. Além disso, €
menos toxico, quando comparado a reticulantes como formaldeido e
glutaraldeido (TOMIHATA et al., 1993; KIM; SESSA; LAWTON,
2004).

O genipin ((1R,2R,6S)-2-hidroxi-9-(hidroximetil)- 3 - oxabiciclo
[4.3.0] nona-4,8-dieno-5 -carboxilato de metila) é um agente reticulante
extraido do geniposidio que é encontrado na fruta da Gardénia que é um
género de cerca de 250 espécies de plantas da familia do café,
Rubiaceae, nativa das regiGes tropicais e subtropicais (BUTLER; YIU-
FAI; PUDNEY, 2003). E uma molécula biodegradavel com baixa
citotoxicidade. Sung e colaboradores (2000) testaram o genipin como
agente de reticulacdo do colageno. Neste trabalho, verificaram que o
genipin era 10.000 vezes menos citotoxico que glutaraldeido, o que
justifica seu uso em biomateriais (SUNG, et al., 2000; JIN; SONG;
HOURSTON, 2004). Desta forma o EDC e o genipin foram os
reagentes utilizados para as reticulagdes realizadas no presente trabalho.
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4 MATERIAL E METODOS
41 MATERIAL

A zeina de milho, o timol, os agentes reticulantes 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC) e o genipin, usados neste
trabalho foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, USA).
Todos os solventes utilizados foram de grau analitico.

42 METODOS

4.2.1 Planejamento experimental

O planejamento experimental para a definicdo da concentracdo de
timol nas amostras bem como temperatura de secagem foi realizado com
0 software STATISTICA (versdo 7.0, 2004 StatSoft, Inc., EUA). Para
isso foi aplicado o delineamento composto central rotacional
(planejamento estrela) 2, com dois fatores (temperatura e concentragio
de timol), dois niveis principais (-1 e +1), dois niveis axiais (+ a) €
triplicata no ponto central totalizando 11 experimentos. Os niveis das
variaveis foram codificados e sdo apresentados na Tabela 1:

Tabela 1 - Niveis codificados para realizacdo do experimento de
microencapsulagdo de timol em matriz de zeina no spray-dryer
Fatores -1,41 (-o) -1 0 +1 +1,41 (+a)
Timol (g de
timol/ 100 g 3,85 10 25 40 46,15
de zeina)
Tem(f,’ecr?t”ra 108 115 130 145 151

Todos os experimentos foram realizados de forma aleat6ria em
dois dias para minimizar chances de erros sistematicos. Para definir os
parametros ideais foi aplicada a metodologia de superficie de resposta. E
a eficiéncia de encapsulacdo do timol na matriz de zeina foi tomada
€OmoO resposta.

4.2.2  Microencapsulacéo por Spray-drying

A zeina de milho foi pesada e solubilizada em solucdo aquosa de
etanol 85% (v/v) mantendo sempre uma concentracdo de 10g/100mL,
como descrito por Quispe-Condori, Saldafia e Temelli (2011) com
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modificacdes. A solucdo alcodlica contendo a zeina foi mantida sob
agitacdo magnética por 24 horas até a total solubilizacdo da mesma. Em
seguida a massa correspondente de timol foi adicionada e solubilizada.
Essa solugdo foi homogeneizada em um aparelho Ultra-Turrax® (T25
digital IKA®) equipado com um rotor S 25N—18G a 5000 RPM por 4
minutos (definidos em estudos preliminares). Logo em seguida, as
solugdes foram submetidas ao processo de secagem no spray-dryer
(modelo mini spray-dryer B-290 - Biichi, Suica). Apds o procedimento
de secagem as amostra foram acondicionadas em dessecadores com
silica para futuras analises.

4.2.3  Eficiéncia de encapsulacao

A eficiéncia de encapsulacio (EE%) foi obtida através da relago
entre a quantidade de timol na superficie das particulas com o contetdo
total de timol nas particulas ap6s a secagem em spray-dryer dividido
pelo timol total tedrico (adicionado inicialmente, antes da secagem) e é
expressa em percentagem de timol encapsulado, calculada utilizando a
Equacio 3 (QUISPE-CONDORI; SLDANA; TEMELLLI, 2011).

timol total - timol superficial

EE% =

x100  (3)

timol total tedrico

4.24  Determinacdo do total de timol

O timol total nas microparticulas de zeina (MP-Zeina) foi
determinado através da solubilizacdo de 0,5 g de microparticulas em 5
mL de etanol 85% (v/v) em um tubo de ensaio com o auxilio de um
aparelho de ultrassom por 15 minutos a temperatura ambiente para
abertura da particula. Logo ap6s, foram adicionados 5 mL de éter de
petroleo. A mistura foi levemente agitada e em seguida permaneceu em
repouso por 1 hora. Ap6s o periodo de repouso observou-se a separagdo
de fases. A fase sobrenadante foi retirada com auxilio de uma pipeta e
transferida para um copo Becker. Em seguida, mais 5 mL de éter de
petroleo foram adicionados ao tubo repetindo-se o procedimento acima
descrito. Todo o procedimento foi repetido por 5 vezes totalizando 25
mL de éter de petréleo para extracdo do timol (QUISPE-CONDORI;
SALDANA; TEMELLI, 2011). A concentragdo do timol total foi obtida
através da leitura do sobrenadante, em um aparelho espectrofotdmetro
HITACHI, U-1800 (Tokyo, Japdo), em um comprimento de onda A =
275 nm e relacionada com uma curva de calibragdo previamente obtida,
onde a concentracdo de timol foi linear em uma faixa de 0,01-3,2
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mmol/L e a equacéo de regressdo da curva de calibracdo média (n=3) foi
a seguinte; y=0,219x+0,0383 (R2 = 0,9983).

4.25  Determinacéo do timol superficial

Para a quantificacdo do timol superficial foram pesadas 0,5 g de
microparticulas e acondicionadas sobre um filtro de papel. As
microparticulas foram percoladas com 2 mL éter de petréleo até total
escoamento do mesmo para um béquer. O procedimento de percolagdo
foi repetido por 5 vezes de acordo com o descrito pelos mesmos autores
(QUISPE-CONDORI;  SALDANA; TEMELLI, 2011) com
modificacdes. A quantificacdo do timol superficial se deu pela leitura
obtida em espectrofotdmetro. Todas as amostras foram feitas no minimo
em triplicata.

43 RETICULACAO DAS MICROPARTICULAS

Para a reticulacdo das microparticulas uma proporcéo de 1 mol de
agente reticulante para 10 moles de unidade de repeticdo de zeina foi
utilizada. A massa de zeina utilizada para o calculo de reticulagdo foi
obtida através da determinacdo da massa hipotética de uma particula.
Com base no didmetro médio da particula obtido por difragdo de feixe
de laser (14,3 um) foi determinado o raio (7,15 pm). Esses dados
juntamente com a densidade da zeina (1,226g/mL) possibilitou calcular
o volume e a massa de uma particula, chegando ao valor de 1,88 x 10°°
g. A seguir calculou-se a massa de uma suposta particula com 90% do
diametro da particula original. A diferenca entre esses dois volumes e
massas correspondem a uma camada externa de 10% da particula
original, como mostra o exemplo da Figura 5.

Figura 5 - Representagdo da particula destacando uma camada superficial de
10% do volume.

Camada de 10% do
volume da particula

Fonte: o autor (2014)
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A massa dessa camada foi utilizada para os calculos da
guantidade do agente reticulante utilizado, o qual foi solubilizado em
uma solugdo tampéo de TRIS pH 10 (LINS, 2012). Em seguida a massa
correspondente de microparticulas foi adicionada a solugdo tampéo e
mantida em agitacdo por 6 horas. Apds esse periodo a amostra
reticulada foi lavada com dagua destilada para retirar 0 excesso de
reticulante e produtos secundarios da reacao.

A reacdo das aminas primarias com o genipin conduz a uma
pigmentacdo azul quando formam ligacGes covalentes na presenca de
oxigénio mudando desta forma a cor das particulas quando reticuladas
com genipin.

44 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DAS
MICROPARTICULAS

44.1 Morfologia

A morfologia da microparticulas foi andlisada por meio de
microscopia eletronica de varredura através de um microscépio modelo
JEOL JSM-6390LV do Laboratério Central de Microscopia Eletronica
da Universidade Federal de Santa Catarina. As particulas foram
metalizadas com ouro (Au) e amplificadas de 500 a 3000 vezes.

4.4.2 Distribuicdo de Tamanho

A distribuicdo de tamanho foi obtida por analise das micrografias
com auxilio do software Quantikov Image Analizer e através da andlise
por difracdo de feixe de laser em um equipamento Mastersizer 2000
(Malvern Instruments Ltd., Malvern, Worcestershire, UK) onde as
amostras foram dispersas em agua destilada com auxilio de um Vortex
por 1 minuto e em seguida submetidas a leitura no equipamento.

443 Isoterma de Sorcdo de Agua

As isotermas de sorcdo de agua foram obtidas por método
gravimétrico estatico segundo descrito por Shirai e colaboradores
(2013), onde uma massa conhecida de microparticulas foi pesada em
cadinhos de porcelana e acondicionada em dessecadores com umidades
relativas. Os dessecadores foram preparados contendo solugfes salinas
saturadas para criar as diferentes umidades relativas que variaram de 5,5
a 97%. Os sais utilizados e suas respectivas umidades relativas foram os
seguintes, Cloreto de Zinco (ZnCly) 5,5%, Hidréxido de Sodio (NaOH)
8,2%, Cloreto de Magnésio (MgCl,) 33%, Brometo de Sédio (NaBr)
58%, Cloreto de Potéssio (KCI) 85% e Sulfato de Potéssio (K,SOy)
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97%. O modelo de GAB (Guggenheim—Anderson—de Boer (Equacéo
4)) foi utilizado para ajustar os dados experimentais.

X, = my,Cka,, /(1 - ka,)(1 - ka, + Cka,,) 4

Nesta equacdo, o parametro X,, € o teor de umidade de equilibrio (g de
H,O/g de sélido seco) a uma atividade de agua (ay), m, é 0 teor de agua
na monocamada, C é a constante de Guggenheim que representa a
absorcdo de calor na primeira camada, e k é a absorcdo de calor na
multicamada. Os pardmetros do modelo de GAB foram determinados
por meio de regressdo ndo-linear pelo programa Statistica 7.0 (Stat-Soft,
Tulsa, OK, EUA).

4.4.4  Isoterma de adsor¢do de nitrogénio

A isoterma de adsor¢do de nitrogénio, a porosidade e a &rea
superficial foram obtidas utilizando o equipamento TriStar 11 3020
(Micromeritics Instrument Corporation, Norcross, GA, EUA) a uma
temperatura de 77,3 K. As amostras solidas foram pré-tratadas pela
aplicacdo de uma combinacdo de calor, vacuo, e/ou fluxo de gas para
remover 0s contaminantes adsorvidos que sdo adquiridos pela exposigdo
a atmosfera (tipicamente agua e dioxido de carbono). Em seguida o
material solido é arrefecido sob vacuo, normalmente a temperatura
criogénica (77 k, -195 ° C). O nitrogénio é dosado na amostra
controladamente. A pressdo é deixada equilibrar e a quantidade
adsorvida é calculada em cada pressdao e temperatura para definir a
isoterma de adsorgéo.

445  Angulo de contato

Para a determinacdo do angulo de contato fez-se necesséria a
producdo de comprimidos das microparticulas com o objetivo de obter-
se uma superficie plana para a deposicao dos solventes liquidos testados.
Para isso uma massa de aproximadamente 200 mg de amostra foi
submetida a uma prensa a uma pressdao de 1 ton. por 1 minuto. Os
solventes utilizados para determinar os angulos de contato foram agua
destilada, formamida e diiodometano. As medic6es foram realizadas em
um goniémetro modelo OCA 15EC (Filderstadt, Alemanha), acoplado a
um sistema processador de imagem de alta resolucdo Data Physics
Instruments. Os ensaios foram realizados a temperatura ambiente e 0
volume dos liquidos depositados sobre a superficie das particulas foi de
5 puL, 4 puL e 0,8 pL para adgua deionizada, formamida e diiodometano,
respectivamente.
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4.4.6 Determinacdo da energia livre superficial

A energia livre superficial foi determinada utilizando o método
de Owens-Wendt o qual também da os componentes, polar e dispersivo.
O método de Owens-Wendt é geralmente utilizado para polimeros. Os
pesquisadores provaram que a energia livre superficial total de um
solido (ys) pode ser expressa como a soma do componente dispersivo
(v e polar () (Equacdo 5). A equacdo de Owens-Wendt (Equacio 6)
aplica os dados dos liquidos polares e ndo polares, com componentes
dispersivos (y{) e polares (y;') conhecidos, da energia livre superficial
total e do angulo de contacto (6) (JAMSHIDIAN et al., 2012).

yi=vi+vh (5)

Y.(1+ cos) =2 ( /V‘éy‘i + /V?Vf ) (6)

onde y;, é a tensdo superficial do liquido.

Para esta medida, trés diferentes liquidos foram utilizados, sendo
eles, agua deionizada (yT = 72.8 mN/m, yd = 21.8 mN/m, yp =510
mN/m), diiodometano (y'=50.8 mN/m, y9=50.8 mN/m, yP=0 mN/m) e
formamida (y " = 58.0 mN/m, v9 = 39.0 mN/m, vP = 19.0 mN/m).

4.47 Espectroscopia no infravermelho

A especroscopia no infravermelho (IR) foi realizada para
observar as interacdes estruturais das microparticulas de zeina
carregadas com timol (MP-Zeina) bem como as microparticulas
reticuladas com EDC e genipin. Os espectros no infravermelho foram
obtidos na regido entre 4000 e 650 cm™ com resolucdo de 1 cm™
utilizando um instrumento Frontier FT-IR/NIR (PerkinElmer, Waltham,
MA, EUA). Todas as leituras foram realizadas a temperatura ambiente.

4.4.8  Analise termogravimétrica

As analises termogravimétricas das MP-Zeina, MP-Vazia, MP-
EDC, MP-genipin e timol puro, foram realizadas em um equipamento
STA 449 F3 Jupiter® da NETZSCH para avaliar a estabilidade térmica e
a degradacdo das amostras. As amostras (aprox. 10 mg) foram aquecidas
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a uma taxa de 10 °C/minuto de 35 a 700 °C em atmosfera de nitrogénio
e fluxo de 50 mL/min.

4.4.9 Determinacdo da densidade aparente e densidade
compactada

A densidade aparente (da,) foi determinada como descrito por
Chinta et al. (2009) onde trés gramas da amostra (mg) foram adicionas
em uma proveta graduada através de um funil. O volume (V,) foi lido
diretamente na proveta e utilizado para o calculo através da seguinte
equacdo d, = my/ Vo.

A determinacdo da densidade compactada (dc,) foi realizada
através da compactacdo de uma massa (mp) conhecida de amostra em p6
por 1200 vezes em um compactador automético (Densimetro, Copley®)
obtendo volume constante (V) e calculada utilizando a equagéo, d¢, =
m()/VC.

Com a determinacdo da densidade aparente e densidade
compactada pode-se calcular o indice de Carr e indice de Hauser que da
0 parametro de compressibilidade/compactabilidade do p6 e fluxo. Para

o célculo do indice de Carr (I-4.) é utilizada a Equagdo 7.

dep — d
Iearr (%) = (%) .100 (7)
cp

Ja para o indice de Hauser (I34yser) Utiliza-se a Equagdo 8.

d

Inauser = dﬂ ®)
ap

45 ENSAIOS DE DPPH

A capacidade das microparticulas carregadas com timol de inibir
radicais livres foi testada através dos ensaios com DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazila) de acordo com Mensor et al. (2001) com adaptacGes. As
amostras foram preparadas em cinco concentracdes diferentes (0,5; 1,5;
2,5; 3,5; 4,5 mg de particulas/mL de solucdo de metanol). Os valores de
ECs, foram calculados por regressdo linear onde o eixo X representa
concentracdo de microparticulas testadas e o eixo Y a percentagem
média de atividade antioxidante realizada em triplicata. O valor obtido
para 0 ECs, representa a concentracdo eficiente para inibir 50% do
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radical livre (CHEN, BERTIN E FROLDI, 2013). Inicialmente uma
solugcdo com concentracdo de 10 mg de particulas/mL de solucdo de
etanol 85% (v/v) foi preparada e submetida ao sonicador por 15 minutos
a temperatura ambiente e deixada em repouso por aproximadamente 24
horas ao abrigo da luz, esta solucdo foi utilizada para as diluicGes das
amostras testadas de microparticulas.

Para os testes foi utilizada uma aliquota 2,5 mL da amostra com 1
mL de solu¢do DPPH. Um branco foi preparado substituindo a solucéo
de DPPH por 1 mL de metanol (para cada amostra foi preparado um
branco). Para o controle negativo a amostra foi substituida por 2,5 mL
do mesmo solvente utilizado nas etapas anteriores. Em seguida as
amostras foram deixadas ao abrigo da luz por 30 minutos e a
absorbancia medida em espectrofotdmetro HITACHI, U-1800 (Tokyo,
Japan), a 518 nm e convertida em porcentagem da atividade
antioxidante (AA%) utilizando a Equacéo 9.

AA% =100 — |: (Absamostra — Absbranco)X1OOi| )

AbScontrole

Onde, AA(%) representa atividade antioxidante, AbSzmostra »
absorbancia da amostra, Absyranco , @bsorbancia do controle em branco e
ADbS¢ontrole » absorbancia do controle negativo.

46 TESTES DE LIBERAGCAO

Os testes de liberacdo foram realizados utilizando sacos de diélise
(Cut-off de peso molecular de 12.000 — 16.000 e porosidade de 25
Angstrons) onde, 10 mg das particulas foram pesadas e acondicionadas
juntamente com 10 mL de solucdo tampdo pH 7,4 baseado nos estudos
de Xu, Khan e Burgess (2012) com modificagdes. Os sacos de dialise
foram mergulhados em um frasco &mbar fechado contendo 100mL da
mesma solucdo tampdo de pH 7,4 e mantidas sobre leve agitacdo
magnética. As aliquotas da fase externa ao saco de dialise foram
retiradas em intervalos de tempo inicialmente de hora em hora para
avaliar a quantidade de timol liberado para 0 meio. A quantificacdo se
deu por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (High
Performance/Pressure Liquide Chromatography, HPLC) por meio de
uma curva padrdo com timol com equacao de regressdo média (n = 3),
y=20000000x+4342,9 (mg/mL) (R?= 0,9995).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
51 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Os parametros correspondentes a concentracdo de timol nas
amostras e a temperatura de secagem no spray-dryer foram avaliados e a
distribuicdo dos experimentos de acordo com o software STATISTICA
7.0 é mostrada na Tabela 2;

Tabela 2 - Distribuigdo dos experimentos para secagem de microparticulas de
zeina carregadas com timol no spray-dryer

Experimento Temperatura de secagem Timol (g de timol/ 100 g de
(°C) zeina)
1 115 10
2 115 40
3 145 10
4 145 40
5 108 25
6 151 25
7 130 3,85
8 130 46,15
9 130 25
10 130 25
11 130 25

Seguindo a Tabela 2, os experimentos foram realizados de forma
aleatoria e a eficiéncia de encapsulacdo foi obtida para cada um dos
onze experimentos. Os resultados da extracdo superficial, extracao total
e eficiéncia de encapsulacéo séo demonstrados na Tabela 3.
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Tabela 3 - Resultados da extracdo superficial, extracdo total e eficiéncia de
encapsulacdo do timol nas MP-Zeina

Timol superficial (mg  Timol Total (mg de -I';I()Tacl)l
Amostra de timol/ 0,5 g de timol/ 0,5 g de tedrico EE(%)
amostra)® amostra)®
(mg)
1 0,290 + 0,085 12,581 + 0,127 45,552 27
2 0,303 + 0,151 24,527 £0,940 143933 16,9
3 0,188 + 0,046 12,240 +0,780 45573 264
4 0,138 + 0,010 21,131+0,105 143,429 146
5 0,872 + 0,060 21,280+0,490 100,840 202
6 0,357 + 0,056 19,054 + 0560 101,067 185
7 0,110 + 0,014 9,360 + 0,851 18,695 495
8 0,180 + 0,017 21,691 +0,114 159,138 135
9 0,505 + 0,045 21,211 +0,420 100,553 20,6
10 0,090 + 0,023 18,848 + 0,441 100,700 186
11 0,325 + 0,027 20,870 £ 0,250 100,567 204

® Média + desvio padrao com base na triplicata dos resulatados.

Com os resultados obtidos da Tabela 3, foi possivel construir a
superficie de resposta representada na Figura 6.
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Figura 6 - Superficie de resposta para microparticulas de zeina contendo timol.
Eficiéncia de encapsulagdo em funcéo da % de timol e da temperatura.
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Observando a superficie de resposta (Figura 6) pode-se observar
gue apenas a variavel percentagem de timol foi significativa a um nivel
de 5% de significancia. Ou seja, a eficiéncia de encapsulacdo do timol
diminui em média quando se passa do nivel baixo para o nivel alto da
varidvel concentracdo de timol, independente do nivel da varidvel
temperatura. Esse resultado confirma Quispe-Condori, Saldafia e
Temelli (2011) onde a concentracdo do material encapsulado foi mais
significativa (95% de confiangca) na encapsulacdo de 6leo de linhaga
com zeina utilizando spray-dryer com uma temperatura de entrada de
135 °C. Logo, a maior resposta para a eficiéncia de encapsulacdo foi
encontrada no experimento 7 (49,5 EE%), ou seja, a condi¢do contendo
o nivel mais baixo de timol (ponto axial inferior (-a)) e 0 ponto central
para a variavel temperatura (130 °C). Avaliando a ANOVA do modelo,
pode-se observar que ndo existe falta de ajuste para o intervalo de 98%
de confianca, pois o p-valor foi maior do que 0.02 (p-valor igual a
0.024631). Dessa forma mantendo o nivel da varidvel timol abaixo de
5%, para qualquer nivel da variavel temperatura, a eficiéncia sera maior
ou aproximadamente igual a 45%. Entdo, o experimento 7 foi o
selecionado para prosseguir com os estudos.

[l
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5.2 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA
5.2.1 Morfologia

As imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura para a
amostra selecionada foram avaliadas e a morfologia das microparticulas
foi observada como mostra a Figura 7.

Figura 7 - Micrografias das microparticulas de zeina carregadas com timol.
Onde A e C estdo em uma magnificacdo de 500 vezes e B e D 1500 e 3000
vezes, respectivamente.
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As microparticulas em sua grande maioria apresentaram forma
esférica, de superficie lisa com leve rugosidade (Figura 7b), sem
porosidade ou fissuras (Figura 7d). Essas caracteristicas sdo importantes
para proporcionar menor permeabilidade de gases, maior protecdo e
reten¢do do nlcleo e condizem com o encontrado por Tonon, Grosso e
Hubinger (2011) na producdo de microparticulas de goma arabica
carregadas com O6leo de linhaga. Caracteristicas semelhantes foram
encontradas por Quispe-Condori, Saldafia e Temelli (2011) quando a
razdo zeina/6leo de linhaca foi de 28:1, mostrando grande variedade de
tamanho de particula. Esses mesmos autores relataram apresentagdo de
rugosidade na superficie das particulas em uma razéo de 4:1 (zeina:6leo
de linhaga) fato que também pode ser observado no presente trabalho
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(Figura 7b). Essa caracteristica também foi relatada por Gallardo et
al.(2013) e Tonon, Grosso e Hubinger (2011), que atribuem o fato a uma
caracteristica comum para microcroparticulas produzidas por spray-
dryer. Segundo Nijdam e Langrish (2006) este fato pode ser explicado
pela formacdo de “vacuolos” dentro da estrutura da particula no
momento da formacdo da parede. Nas imagens sdo observadas outras
estruturas que também estdo presentes nas microparticulas sem timol,
dessa forma podemos afirmar que sdo estruturas proteicas da zeina.

As microparticulas reticuladas com EDC (Figura 8) e Genipin
(Figura 9) também foram observadas por MEV.

Figura 8 - Micrografias das MP-EDC em magnificacdo de 500 vezes (A) e 30
vezes (B).

LCME-UFSC

Figura 9 - Micrografias das MP-Genipin em magnificagdo de 1500 vezes (A) e
30 vezes (B).
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A caracteristica de particula esférica obtida nas MP-Zeina foi perdida
nas microparticulas reticuladas com EDC e Genipin. E observada uma
estrutura rigida onde a ligagdo entre as moléculas de zeina formam uma
rede compacta. Isso pode ser atribuido a unido das microparticulas
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formando ligagBes pelo agente reticulante. Essa unido ocasionou a
formag&o de uma estrutura macro.

5.2.2  Distribuicdo de tamanho

A distribuicdo do tamanho das particulas determinada por MEV e
por difracdo de feixe de laser demonstrou que as mesmas se encontram
em escala micrométrica, ndo sendo aplicadas as particulas reticuladas.
Para as micrografias a distribuicdo de tamanho média obtida pela
medicdo de 194 particulas de diferentes micrografias e é mostrada na
Figura 10.

Figura 10 - Distribuicdo de tamanho médio de particulas de zeina carregadas
com timol. Dados obtidos por MEV.
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As colunas da Figura 6 representam médias de uma faixa de tamanho de
particulas onde a maior frequéncia € observada em uma faixa de 4 — 10
pm, que é representada pela média de 7 um. Os resultados obtidos por
MEV também foram submetidos & andlise cumulativa como mostra a
Figura 11.
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Figura 11 - Analise cumulativa dos dados obtidos por andlise das micrografias
das microparticulas de zeina carregadas com timol.
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Pela andlise cumulativa, a qual é obtida pela adi¢do, consecutivamente,
dos incrementos individuais, comecando com aquele que contém as
particulas de menores dimens6es e tracando as somas acumuladas contra
o0 diametro maximo das particulas, podendo ser crescente ou
decrescente. A inteseccao entre as linhas se da no ponto de 8,3 um o que
coincide com a moda encontrada na distribuicdo de tamanho simples
gue é exposta na Figura 12.
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Figura 12 - Distribuic8o de tamanho das MP-Zeina. Dados obtidos por MEV.

16,00
14,00

12 00

NUmero de particu

10 00

8,00 -

6,00

4,00 -

Wnnmnﬂﬂmﬂnﬂ.ﬂ. [

2,00
0,00

OO O0CO0O0O—ATArANANANANMMMMST I I

NCDNF!HOC)(DN(OLD#MNHOC)@I\QOLDV
OANNANANNAAAAAAAA

Tamanho (um)

Logo, calculou-se a média das medi¢des obtendo o tamanho médio de
particula equivalente a 15,2+7,4 um para a analise das micrografias.

Os resultados obtidos por difragdo de feixe de laser sdo
representados na Figura 13, onde observa-se uma distribuicdo unimodal

dos dados.

Figura 13 - Distribuicdo de tamanho das MP-Zeina por anélise no Mastersizer

2000.

Volume (%)

10

0.1

10 100

Tamanho (pm)



57

A andlise no Mastersizer 2000 nos oferece dados como o span que
mostra a variabilidade dos tamanhos das particulas e ¢é calculado pela
Equacéo 10.

d90— le

Span =
dSO

(10)

Onde, dio, dsg € dgg Sd0 0s diametros em 10, 50 e 90% de
volumes cumulativos, respectivamente. Menores valores encontrados
para 0 span mostram uma estreita faixa de distribuicdo do tamanho das
particulas, indicando uniformidade para esse parametro. A Tabela 4
mostra 0s resultados obtidos no Mastersizer 2000 bem como as analises
por MEV. O valor de span, calculado tanto por difracdo como pela
analise de imagem, esta dentro da mesma ordem de grandeza, indicando
uma estreita distribuicdo de tamanho das microparticulas carregadas
com timol, ndo reticuladas.

Tabela 4 - Distribuicdo de tamanho das MP-Zeina por difracéo de feixe de laser
e MEV

Método dyo (Um) dso (Um) dgo (Um) Diametro Span
médio

Difracéao 34 13,1 26,4 14,3 1,754

MEV 4.4 8,3 16,1 15,2 1,410

5.2.3  Isoterma de sorc¢do de 4gua

A Figura 14 mostra a isoterma de sorcdo de agua obtida a 25 °C
para as MP-Zeina, MP-EDC e MP-Genipin. A forma sigmoide
encontrada é caracteristica de alimentos e amostras hidrofilicas. O
aumento acentuado no ponto de 0,97 a, para a MP-Zeina pode ser
atribuido a uma desestruturacdo da cadeia proteica devido ao longo
periodo (15 dias) de exposi¢do a essa condicdo, dessa forma uma alta
absor¢do foi observada. As curvas de isoterma para as particulas
reticuladas ficaram sobrepostas, conforme pode ser percebido na Figura
10. Nesse caso as trés particulas testadas apresentaram isotermas
semelhantes, porém, pode ser observado uma menor absor¢do de agua
em atividade de 0,97 a, nas microparticulas reticuladas o que mostra
maior protecdo proporcionada pela reticulacdo, pois, os sitios de ligacdo
com a 4gua séo diminuidos e assim ha uma menor absorgdo. Resultados
semelhantes foram encontrados por Ayranci e Duman (2005) para
isoterma de proteina isolada de feijao de corda.
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Figura 14 - Isoterma de sorcdo de &gua para MP-Zeina, MP-EDC e MP-
Genipin.
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O modelo de Guggenheim-Anderson-de Boer (GAB) foi utilizado
para obter os valores referentes a teor de umidade na monocamada (mo),
constante de Guggenheim (C) e o fator de correcdo da ativiade de 4gua
da multicamada (K). Esses resultados sdo mostrados na Tabela 5.

Tabela 5 - Pardmetros de GAB para isoterma de sorcdo de dgua das MP-
Zeina, MP-EDC e MP-Genipin.

Amostra Mo C K R?
MP-Zeina 0,070 0,23 0,91 0,99
MP-EDC 0,045 8,05 0,79 0,99
MP-Genipin 0,044 9,44 0,78 0,99

m, = umidade na monocamada, C = constante de Guggenheim, K = fator de
correcdo da ativiade de dgua da multicamada e R?= Regressao linear.

O baixo valor encontrado para my (0,07g de agua/g de sélido)
para a MP-Zeina pode ser atribuido a caracteristica hidrofobica da zeina.
Esse parametro nas particulas reticuladas foi ainda menor (0,045 e 0,044
para MP-EDC e MP-Genipin, respectivamente) o que indica maior
estabilidade para essas amostras devido a reducdo dos sitios de ligacdo
com a &gua e consequente maior hidrofobicidade. Segundo Ayranci e
Duman (2005) 0 mg € um parametro muito importante para avaliar a
deterioragdo de alimentos, pois, uma alta quantidade de &gua na
monocamada faz com que o alimento seja mais susceptivel a essa



39

deterioracdo. O modelo de GAB mostrou um bom ajuste dos dados (R?
=0,99).

5.2.4 Isoterma de adsorcao de nitrogénio

Utilizando o equipamento TriStar 1l 3020 (Micromeritics
Instrument Corporation, Norcross, GA, EUA) a uma temperatura de
77,3 K foram obtidas as isotermas de adsorcdo de nitrogénio que séo
mostradas na Figura 15.

Figura 15 - Isoterma de adsorcéo (A) e dessor¢do (D) de nitrogénio para MP-
Zeina, MP-Vazia, MP-EDC e MP-Genipin onde P/PO € a pressao relativaen é a
quantidade de gas adsorvida/dessorvida.
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As isotermas obtidas para as MP-Zeina e MP-Vazia mostraram
ser do Tipo Il segundo Teixeira, Coutinho e Gomes (2001), que é
caracteristica de solidos ndo porosos. As mesmas caracteristicas
encontradas nas duas isotermas mostram que o timol presente neste caso
ndo teve influéncia. Para a amostra reticulada com EDC (MP-EDC), a
isoterma resultante foi do Tipo I. Para s6lidos microporosos, a isoterma
do Tipo | mostra um ramo quase vertical na primeira regido da curva.
Isto se deve a grande facilidade de adsorcdo em poros com didmetros
menores que 20 A. Ap6s o preenchimento dos microporos, que acontece
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em ordem crescente de tamanho, praticamente ndo ha outras regides
onde a adsorcéo seja significativa. A curva, portanto, mostra uma regido
quase constante que volta a crescer quando o fendbmeno de condensagédo
comeca a ocorrer. Na particula reticulada com Genipin (MP-Genipin) a
curva se assemelha com o Tipo Il onde a interacdo do adsorvato entre si
é¢ maior do que com o solido. Com isso foi determinada a area
superficial (Ager) (método de Brunauer, Emmet e Teller (BET)),
volume do poro (Vgys) e didmetro médio (Dgjn) (BJH), area do
microporo (Amypit), area da superficie externa (Sewpit) € Volume do
microporo (Vmgpiot) (t-Plot), volume (Vcwp) € area cumulativa (Acyp) €
raio hidraulico (Rhyp) (MP-Método) e os resultados sdo mostrados na
Tabela 6.

Tabela 6 - Resultados para caracterizagdo das MP-Zeina, MP-Vazia, MP-EDC
MP-Genipin quanto ao volume e area da superficie e poros.

Area (m’/g)
Amostra Ager AMepior Serpior Acye Rhye (nM)”
MP-Zeina 2,4777 0,0728 2,4049 1,1418 0,46585
MP-Vazia 2,0022 0,5593 1,4430 1,5507 0,44788
MP-EDC 1,1708 - 1,6924 - -
MP-Genipin 0,7489 - 1,1400 - -
Volume do poro (cm’/g)
VMepior” Ve Vew' Dem (A)#

MP-Zeina 0,000032 0,002821 0,0005 13,2531
MP-Vazia 0,000289 0,002848 0,0007 16,4201
MP-EDC - 0,000315 0,0000 3,1805
MP-Genipin - 0,002591 0,0000 28,1610

"Ager, area superficial, Amqpy, area do microporo, Segpio, Superficie externa, Acyp,
area cumilativa e Rhyp, raio hidraulico, respectivamente.

# VMepror, volume do poro (t-Plot), Vigyy, volume do poro (BJH), Vcye, volume
cumulativo, Dgyy, didmetro médio.

De acordo com Gregg e Sing (1982) os poros podem ser
classificados em fungdo de seu didmetro (Tabela 7) ja que esse é o
principal pardmetro dimensional.

Tabela 7 - Classifica¢do dos poros segundo seu diametro.

Classificacio Diametro (A)
Microporo $<20
Mesoporo 20< ¢ <500
Macroporo ¢ >500

Fonte: Gregg e Sing (1982).
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Dessa forma as amostras MP-Zeina, MP-Vazia e MP-EDC
podem ser classificadas como microporosas por apresentarem poros
com diametro médio (Dgy,) de 13,2531, 16,4201 e 3,1805 A (¢ < 20 A),
respectivamente. O que confirma a caracteristica de isoterma do Tipo Il
para as duas primeiras e Tipo | para a ultima. Ja para a amostra MP-
Genipin, de acordo com a tabela a classificagdo seria de mesoporos por
apresentar diametro médio de 28,1610 A. Exceto pela amostra reticulada
com genipin, os resultados também confirmam a morfologia observada
por MEV, que apresentou superficie lisa com pouca ou auséncia de
rugosidade e fissuras.

5.2.5 Angulo de contato e energia livre superficial

Parar medir a energia superficial livre das particulas foram
realizadas leituras em um aparelho goniémetro OCA 15EC (Filderstadt,
Alemanha), com sistema processador de imagem de alta resolu¢do Data
Physics Instruments, utilizando &gua, formamida e diiodometano a
temperatura ambiente. Por meio de uma prensa foram obtidas pastilhas
da amostra MP-Zeina e zeina pura. N&o se aplicando as reticuladas pela
impossibilidade de obtengdo da pastilha. A Tabela 8 mostra 0s
resultados obtidos.

Tabela 8 - Resultados para o angulo de contato, energia livre superficial total
(y"(mN/m)), dispersiva (y"(mN/m)) e polar (y’(mN/m)) utilizando o modelo de
Owens & Wendt.

Angulo de contato Modelo de Owens & Wendt
Amostra H,0 Fomamida  Diiodometano  y' (mN/m)  y(mN/m)  y"(mN/m)
MP-Zeina 90,91+1,26  63,87+4,92  43,54+4,85 38,11 37,10 1,01
Zeina Pura 93,71+3,38  79,97+351 45,79+1,94 32,41 31,68 0,73

' energia livre superficial total; )" componente dispersivo; ;. componente polar. Valores
apresentados como média + desvio padrao.

A medida do angulo de contato com liquidos de diferentes
polaridades e a superficie da amostra podem indicar a hidrofilicidade ou
hidrofobicidade do material. Segundo Feng et al.(2003), medidas de
angulo com a dgua menores que 90° sdo indicativas de hidrofilicidade,
sendo que, quando maiores que 90° mostram a hidrofobicidade do
material. Dessa forma observando os resultados da Tabela 8 as duas
amostras podem ser consideradas hidrofébicas por apresentarem angulos
de contato para a 4gua iguais a 90,91+1,26 e 93,71+3,38 para MP-Zeina
e zeina pura, respectivamente. Estes resultados também nos mostram
gue a presenga do timol na microparticula e o0 processo de secagem em
spray-dryer pouco influenciam nas medidas de angulo de contato,
mantendo a caracteristica hidrofébica apresentada pela zeina.
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Os angulos de contato obtidos para a fomamida e para o
dilodometano se mostraram coerentes com as caracteristicas
hidrofdbicas do material. O mesmo ocorre nos valores encontrados para
a energia livre superficial que apresentam valores maiores para o
componente dispersivo (apolar) (37,10 e 31,68 mN/m para MP-Zeina e
zeina pura, respectivamente).

5.2.6  Espectroscopia no infravermelho

A espectroscopia no infravermelho foi utilizada para caracterizar
as interacOes intermoleculares nas microparticulas através do método de
FTIR (Fourier transform infrared spectroscopy). Como pode ser
observado na Figura 16, as bandas caracteristicas da zeina estdo
presentes em 3287 e 3059 cm™ e representam o grupo hidroxila da zeina
gue nas MP-Zeina é sobreposto ao grupo fendlico hidroxilado do timol.
Os picos em 2960, 2931 e 2873 cm™ representam o estiramento do C-H
dos grupos funcionais CHz e CH, da zeina e se fundem com os picos do
timol. Nesse caso os grupos funcionais responsaveis pelo estiramento do
C-H sdo os grupos metil e isopropil e o anel fendlico do timol (WU;
LUO; WANG, 2012; CHEN; ZHONG, 2014). Os picos caracteristicos
do anel fendlico do timol, que aparecem entre 1600 e 1400 cm™ sdo
sobrepostos nas microparticulas por apresentar posi%éo semelhante aos
picos da amida | e Il da zeina (1620 e 1513 cm™, respectivamente)
(WU; LUO; WANG, 2012).
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Figura 16 - Espectro de FTIR para timol (A), zeina pura (B), MP-Zeina (C),
MP-EDC (D) e MP-Genipin (E).
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As informacBes mostram que novos picos ndo apareceram nas
MP-Zeina, MP-EDC e MP-Genipin, ndo havendo assim reacdes
guimicas que pudessem alterar a estrutura do timol. Sendo assim

provavelmente as suas caracteristicas antioxidante e antimicrobiana
foram mantidas.

5.2.7  Andlise termogravimétrica

A andlise térmica estuda a perda de massa da amostra em fungéo
da temperatura podendo assim avaliar a estabilidade térmica da mesma.
Foram submetidas a analise a zeina pura, o timol e as microparticulas de
zeina carregadas com timol (MP-Zeina) bem como as reticuladas (MP-

EDC e MP-Genipin). As curvas termogravimétricas sdo apresentadas na
Figura 17.
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Figura 17 - Curva termogravimeétrica do timol, MP-vazia, MP-Zeina, MP-EDC
e MP-Genipin.
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Comparando as curvas termogravimétricas pode ser
observado que em aproximadamente 200 °C o timol é totalmente
degradado tendo ao final uma massa residual de 3,71% (698 °C).
Ramos e colaboradores (2012) relatam perda de massa em 115 °C
nos filmes de polipropileno carregados com timol e associam a
degradac&o do ativo, essa pequena perda é observada entre 110 — 125
°C no timol puro. Entretanto, ndo ocorre na amostra MP-Zeina. A
perda de massa que ocorre entre 200 - 300 °C pode ser atribuida a
ruptura de ligagdes covalentes da zeina (CHEN et al., 2013). Porém,
com a presenca do ativo, parte dessa massa pode ser atribuida a sua
degradacdo. A curva da MP-Zeina apresentou pouca variacdo em
relagdo a MP-vazia mostrando pouca influéncia, neste caso, da presenca
do ativo. Quando as curvas obtidas para MP-EDC e MP-Genipin séo
comparadas, observa-se as duas praticamente sobrepostas. Nas duas é
observada uma perda de massa mais acentuada na faixa de 200 ° C o
gue pode ser atribuido a degradacdo do ativo. Dessa forma ainda pode
ser afirmado que a microencapsulacdo apresentou protecdo ao ativo em
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altas temperaturas, porém a reticulagcdo ndo apresentou maior protecdo
para essa condicao.

5.2.8 Determinacéo da densidade, indice de Carr’s e indice de
Hauser

Em geral a eficiéncia de encapsulagéo é utilizada como parametro
de qualidade de microparticulas secas. No entanto a densidade, indice de
Carr’s e indice de Hauser também podem ser utilizados (QUISPE-
CONDORI; SALDANA; TEMELLI, 2011). A densidade de um produto
em p6 seco pode dar informagdes Uteis para 0 armazenamento, pois
produtos com densidade elevada podem ocupar menor espago €
requerem menores recipientes. Além disso, parametros como o indice de
Carr’'s e de Hauser fornecem informacdes sobre a fluidez do pé
(QUISPE-CONDORI; SALDARNA; TEMELLI, 2011). A Tabela 9
mostra os resultados para densidade aparente, densidade compactada,
indice de Carr’s e indice de Hauser.

Tabela 9 - Resultados das caracteristicas de fluidez da Zeina e da MP-Zeina, MP-
EDC e MP-Genipin.

Amostra dap (mg/m L) dcp (mg/m L) ICarr IHauser
Zeina 0,255+0,011 0,283+0,008 9,894 1,110
MP-Zeina 0,132+0,001 0,149+0,001 11,472 1,130
MP-EDC 0,583+0,031 0,670+0,003 13,062 1,150
MP-Genipin _ 0,505+0,016 0,815+0,002 38,056 1,614

d,, densidade aparente, d¢, densidade compactada, Ic,, indice de Carr’s e lpayser
indice de Hauser.

De acordo com a classificacdo proposta por Turchiuli et al.
(2005) (Tabela 10), a MP-Zeina e MP-EDC apresentam boa fluidez
(entre 11 e 15) para o indice de Carr’s e de Hauser (1.12 e 1.18). Para a
MP-Genipin os resultados mostram péssima fluidez. Diferente disso
foram os resultados da zeina pura que apresentou excelente propriedade
de fluidez. A densidade aparente e compactada da MP-Zeina teve um
decréscimo no seu valor quando comparadas com a zeina pura. Isso
pode ser atribuido ao processo de microenpasulacdo, onde o tamanho da
particula é reduzido e assim sua compactacdo torna-se mais facil. Para
as particulas reticuladas (MP-EDC e MP-Genipin) esses valores foram
maiores, porém quando calculado o indice de Carr's e o Indice de
Hauser a amostra de MP-EDC ¢ classificada da mesma forma que a MP-
Zeina. Ja a MP-Genipin apresenta um valor elevado de densidade
compactada e uma péssima fluidez. Podendo ocupar menor espago no
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armazenamento, porém, tendo possibilidade de dificuldades na
manipulacdo do pd. As particulas preparadas no spray-dryer para o
presente trabalho apresentaram maior compressibilidade. Um alto valor
para o indice de Hauser indica que o pé apresenta maior coesdo e dessa
forma menor capacidade de fluir livremente. E sdo tipicas de
microparticulas secas em spray-dyer.

Tabela 10 - Classificagdo da fluidez de pés.

indice de Carr’s Fluidez indice de Hauser
<10 Excelente 1.00-1.11
11-15 Boa 1.12-1.18

16 - 20 Satisfatoria 1.19-1.25
21-25 Razoavel 1.26-1.34

26 -31 Ruim 1.35-1.45
32-37 Muito Ruim 1.46-1.59

>38 Péssima >1.60

Fonte: Turchiuli et al. (2005)

53 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O radical DPPH é muito utilizado para testar a capacidade de
compostos ativos em desativar radicais livres e assim avaliar a atividade
antioxidante do mesmo. Os resultados obtidos nos testes em 5
concentracdes diferentes das microparticulas (0,5; 1,5; 2,5; 3,5; 4,5 mg
de particulas por mL) foram usados para calcular o ECsy que é a
concentracdo necessaria para inibir 50 % do radical DPPH. Uma curva
das leituras foi obtida (Figura 18).
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Figura 18 - Curva obtida para as leituras de inibicdo de DPPH em diferentes
concentrages de MP-Zeina.
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O valor para 0 ECsy dos resultados expostos na Figura 18 foi
2,30+£0,15 mg/mL. Esse resultado mostra que o processo de
microencapsulagdo do timol na matriz de zeina ndo afetou sua
caracteristica antioxidante na amostra MP-Zeina. Para as particulas
reticuladas a atividade antioxidante foi encontrada, porém, de uma
forma ndo regular. N&o sendo possivel contruir uma curva e
consequentemente ndo sendo calculado o valor de ECso. Para a MP-
EDC pode-se encontrar um valor de atividade antioxidante de 22% para
uma concentragdo de 4,5 mg de particulas/mL e a MP-Genipin chegou
apresentar cerca de 90% de atividade antioxidante com um concentracdo
de aproximadamente 3 mg/mL. Porém, a ndo linearidade dos valores
ndo permite apontar um valor exato dessa atividade, o que também pode
ser atribuido ao forte aprisionamento do timol pela rede polimérica bem
como eventual perda do ativo no processo de reticulagdo. Amiri et al.
(2011), relataram que cerca de 0,1 mg/mL de timol e 0,3 mg/mL de
carvacrol foram necessérios para inativar 50 % do radical DPPH. Wu,
Luo e Wang (2012) relataram inibicdo de 50% do DPPH em uma
concentracdo de 0,67 mg/mL usando o método de dispersdo liquido-
liquido e liofilizag&o. Levando em consideracéo o baixo teor de timol na
formulagdo inicial das microparticulas (3,85% da massa de zeina) o
resultado do ECsq 2,30+0,15 mg/mL foi considerado satisfatério para o
presente trabalho.
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5.4 TESTE DE LIBERAGAO

A liberacdo do timol através da matriz de zeina para um meio
externo foi avaliada. O teste foi realizado em meio tamponado de pH 7,4
utilizando sacos de dialise (XU; KHAN; BURGESS, 2012). Geralmente
0 processo de liberagdo do composto ativo ocorre pelo intumescimento
da rede polimérica onde o meio aquoso penetra a rede polimérica
levando a mesma a uma expansdo, essa rede torna-se cada vez mais
ampla permitindo a liberacdo do ativo para a fase externa até o
equilibrio termodindmico. Com a descricdo anterior a cinética de
liberacdo do timol dependera dos seguintes fenémenos, 1° Difusdo em
meio aquoso, 2° Cinética de relaxamento da macromolécula, 3° difuséo
do composto ativo através da rede polimérica entumesida (DEL
NOBILE et al., 2008; MASTROMATTEDO et al., 2009). A liberagéo foi
testada para as amostras; MP-Zeina, MP-EDC e MP-Genipin. A Figura
19 apresenta a liberagéo do timol em intervalos 0 a 7 dias.

Figura 19 - Liberacéo do timol em intervalo de 0 a 7 dias para as amostras; MP-
Zeina, MP-EDC e MP-Genipin.
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Observa-se na Figura 19 que a liberacdo do timol na MP-Zeina é
muito mais acentuada do que nas particulas reticuladas (MP-EDC e MP-
Genipin) no primeiro dia ocorre uma fase inicial de liberagdo rapida
seguida de uma fase mais lenta até o equilibrio. Essa fase inicial de
liberacdo mais rapida pode ser atribuida ao timol presente na superficie
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e mais proximo a superficie da microparticula. Esse efeito pode ser
denominado efeito burst. Nesse caso a liberacdo de cerca de 90% do
timol presente na amostra MP-Zeina para 0 meio aconteceu no primeiro
dia, seguido de um pequeno aumento nessa percentagem no segundo dia
e posterior equilibrio no decorrer do outros dias. Para as particulas
reticuladas essa liberagdo ocorreu em menor volume. Chegando a 34 %
do timol liberado para o meio na MP-EDC e 22 % na MP-Genipin ao
final do sétimo dia. A Figura 20 mostra a liberacdo para a MP-Zeina em
um faixa de 0 a 7 horas. Nesse caso verifica-se que a liberagdo inicial
ndo ¢ tdo acentuada e o efeito burst é atenuado. Isso pode ser atribuido
ao bhaixo indice de timol superficial na amostra, ou seja, a liberagéo se
da pela difusdo do timol do interior da matriz de zeina através do
intumescimento da mesma.

Figura 20 - Percentagem de liberagdo do timol em funcéo do tempo (horas) para
as MP-Zeina.
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A liberacdo ocorrida no presente trabalho pode ser descrita na
segunda lei de Fick. A Figura 21 mostra o grafico de difusdo que
expressa na razdo entre o timol liberado em um determinado tempo em
relagdo ao momento de equilibrio (Mt/Mw) , de acordo com a segunda
lei de Fick para as trés amostras.
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Figura 21 - Liberagdo do timol pela razio Mt/Mo em fungdo do tempo para as
MP-Zeina, MP-EDC e MP-Genipin.
MP-Zeina MP-EDC

Os dados de liberagdo foram tratados de acordo com a Equacgédo 11 para
cada uma das amostras;

Mt

M = k,t" an
Onde, k, € n sdo parametros do sistema e dependem tanto da natureza
das interacBes entre o polimero, ativo e meio de liberacdo e da
geometria do dispositivo de liberacdo, M; é quantidade de ativo liberado
em um tempo t e M,, é a quantidade de ativo liberado no ponto de
equilibrio (MASTROMATTEO et al., 2010). A Tabela 11 mostra os
pardmetros para cada uma das amostras.

Tabela 11 - Pardmetros obtidos para a equacio Mt/Moo = k,t"
para as amostras, MP-Zeina, MP-EDC e MP-Genipin.

Amostra Kq N R?
MP-Zeina 0,3421 0,573 0,9914
MP-EDC 0,0858 1,3641 0,9592

MP-Genipin 0,0792 1,4066 0,9186
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O paréametro n pode tomar uma série de valores que indicam o
tipo de transporte envolvido na libera¢do. Quando o n = 0,5, o composto
ativo é liberado por difuso Fickiana simples enquanto que se n = 1,0 é
descrita como “Caso Il difusdo”. Neste Ultimo caso a absorcdo de
solvente pelo polimero € em grande parte determinada pela taxa de
expansdo e relaxamento das cadeias do polimero. E o caso de “super
transporte caso II” ocorre quando n > 1,0. Na regido entre 0,5 e 1,0 0
processo de difusdo é uma combinacdo de difusdo Fickiana e nao-
Fickiana e é conhecido como “difusdo andémala”. Observando a Tabela
11 a liberacdo do timol pode ser classificada como “difusdo anémala”
para a MP-Zeina. As microparticulas reticuladas (MP-EDC e MP-
Genipin) sdo classificadas como ndo-Fickiana. Dessa forma pode ser
afirmado que a concentracdo do timol liberado para 0 meio aumenta em
fungdo do tempo pela difusdo e com alguma influéncia da expansdo da
cadeia da zeina na MP-Zeina, sendo que, para a MP-EDC e MP-Genipin
isso se d& com maior influéncia da expansdo das cadeias do polimero
apresentando maior resisténcia e menor taxa de liberag&o.

De Nobile e colaboradores (2008), encontraram resultados
semelhantes para liberacdo do timol através de filmes de zeina, nesse
estudo os autores relatam que tanto a difusdo quanto o intumescimento
da rede polimérica ocorrem mais rapido que a difusdo do timol pela
mesma. Os mesmos resultados sdo encontrados por Mastromatteo e
colaboradores (2009) no estudo da liberacdo controlada do timol em
filmes de zeina. Li et al., (2013) mostraram que o efeito burst aumenta
significantemente quando a concentracdo do timol nas nanoparticulas de
zeina e caseinato de sodio, e classificaram a liberagcdo em duas etapas, a
primeira com uma rapida liberacdo, seguido por uma segunda etapa de
liberacdo lenta.
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6 CONCLUSAO

Microparticulas de zeina carregadas com timol (MP-Zeina) foram
obtidas e caracterizadas neste trabalho. Através da superficie de resposta
pode-se concluir que a eficiéncia de encapsulacdo do composto ativo
(timol) foi maior em niveis mais baixos de concentracdo do mesmo na
formulacdo (3,85% de timol sobre a massa de zeina). Dessa forma com
a reducdo da variavel percentagem de timol obtém-se um aumento da
eficiéncia a qualquer nivel da varidvel temperatura. A morfologia
revelou que as MP-Zeina apresentam formato esférico com pouca ou
nenhuma presenca de rugosidade ou fissuras o que é confirmado pela
adsorcdo de nitrogénio que apresentou uma isoterma do Tipo |l
caracteristico para sélidos ndo porosos. O tamanho médio dessas
particulas ficou em 15,2 e 14,3 um para as analises realizadas por MEV
e por difracdo de feixe de laser, respectivamente. As analises
termogravimétricas demonstraram que a matriz polimérica de zeina
apresentou protecdo ao composto ativo acima de sua temperatura de
degradagdo (aproximadamente 200 °C) o que ndo apresentou diferenca
na microparticulas reticuladas. As interaces zeina/timol ndo alteraram
suas caracteristicas, mantendo suas propriedades antioxidantes que
foram testadas por inibi¢do do radical DPPH, onde, 2,3 mg/mL de MP-
Zeina foram suficientes para inibir 50% do radical. As amostras de MP-
Zeina e MP-EDC apresentaram boa fluidez segundo a classificacdo do
indice de Carr’s e Hauser, jA a amostra de MP-Genipin apresentou
péssima fluidez, o que pode dificultar nos processos industriais dessa
amostra. Os testes de liberacdo mostraram que a amostra ndo reticulada
(MP-Zeina) apresenta uma “difusdo anémala” sendo uma combinagdo
da difusdo Fickiana (onde a concentragdo do ativo aumenta em funcéo
do tempo) e ndo-Fickiana, ja as reticuladas séo classificadas como néo-
Fickianas e dependem mais da taxa de relaxamento das cadeias do
polimero para a difusdo do ativo para 0 meio. Esses resultados mostram
gue as microparticulas de zeina carregadas com timol podem ser
otimizadas para uso em determinadas aplicagBes alimenticias e que
apesar da reticulagdo ndo apresentar resultados satisfatorios para alguns
aspectos, mostrou-se influente na taxa de liberacdo e na protecdo contra
a umidade reduzindo os sitios de ligacdo disponiveis para a agua,
diminuindo sua absorcao. Dessa forma estudos devem ser prosseguidos
para aprimorar esses aspectos.
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