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RESUMO

Este estudo investiga o potencial das matrizes poliméricas de quitosana e
quitosana/alginato como agentes encapsulantes para o corante natural antocianina.
O corante foi microencapsulado em matriz polimérica de quitosana através das
técnicas de impregnagcdo e spray drying e em matriz polimérica de
quitosana/alginato através das técnicas de impregnacdo, coacervacao e spray
drying. Os produtos resultantes da microencapsulacdo do corante foram
caracterizados por: IV, TGA, DSC e MEV sendo que, tais técnicas comprovaram a
eficiéncia dos métodos empregados no preparo das amostras. As analises de IV e
DSC para as amostras de quitosana e quitosana/alginato contendo antocianina
sugerem a presenca de interacdes entre corante e matriz polimérica. Analises de
MEV revelam que as amostras microencapsuladas apresentaram-se sem poros ou
fissuras aparentes, garantindo desta forma, a preservacdo das caracteristicas do
corante. No estudo de microencapsulacao, pela técnica de spray drying, observou-se
a influéncia da temperatura de secagem na producéo das amostras, sendo escolhida
a temperatura de 160 °C para a producéo das particulas. As amostras produzidas
por spray drying consistem em pds coloridos e bastante solUveis em agua sendo
observado o tempo de dissolucao total em torno de dez (10) minutos. Apos analise
morfologica das particulas produzidas através desta técnica, foram determinados os
parametros de atomizacdo. Para a impregnacdo do corante em microesferas de
quitosana/alginato foi feito inicialmente um estudo de adsorgcéo do corante o qual
revelou o pH 2,0, como o melhor pH para a adsor¢cdo. Observou-se através deste
estudo, que o equilibrio de adsorcao foi atingido em torno de seis horas, sendo a
isoterma obtida interpretada pela isoterma de Langmuir (gm = 123,61 mg g™>). Por
meio do estudo de liberagéo do corante na faixa de pH 1,0 a 5,0, pode-se observar
gue a amostra de quitosana impregnada liberou mais rapidamente o corante em pH
1,0, sendo o mecanismo de liberacdo do tipo néo-Fickiano ou anémalo. Para as
microesferas de quitosana/alginato impregnadas e coacervadas a liberacao foi mais
rapida em pH 5,0 e o mecanismo de liberacdo foi dependente do pH. Para as
microesferas impregnadas o mecanismo determinado foi do tipo nédo-Fickiano ou
anémalo em pH 1,0 e 2,0 e do tipo Fickiano ou “Caso I” em pH 3,0, 4,0 e 5,0. Para
as microesferas coacervadas o mecanismo foi do tipo néo-Fickiano ou anémalo em

pH 1,0, 2,0 e 4,0 e do tipo Super Caso Il de transporte em pH 3,0 e 5,0.
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ABSTRACT

This study investigates the potential of the polymeric matrices of chitosan and
chitosan/alginate as encapsulating agents for the natural anthocyanin dye. The dye
was microencapsulated in polymeric matrix of chitosan through the impregnation and
spray drying techniques and in polymeric matrix of chitosan/alginate through the
impregnation, coacervation and spray drying techniques. The resultant products of
the microencapsulation of the dye were characterized by: IR, TGA, DSC and SEM
being that, such techniques had proven the efficiency of the methods used in the
microencapsulation procedures. The DSC and IR analyses for the samples of
chitosan and chitosan/alginate containing anthocyanin suggest the presence of
interactions between dye and polymeric matrix. Analyses of SEM disclose that the
microencapsulated samples had not presented pores or apparent cracks,
guaranteeing in such a way, the preservation of the characteristics of the dye. In the
microencapsulation study, using spray drying technique, it was observed the
influence of the temperature of drying in the production of the samples, being chosen
the temperature of 160 T for the production of particles. The samples produced for
spray-drying consist of coloured powder and sufficiently soluble in water being
observed the time of total dissolution around ten (10) minutes. For the impregnation
of the dye in microspheres of chitosan/alginate a study of adsorption of the dye was
made initially which disclosed pH 2.0, as optimum pH for the adsorption. It was
observed through this study, that the adsorption balance was reached around six
hours, having been the obtained isotherm interpreted by the isotherm of Langmuir
(qm = 123.61 mg g™). Through controlled release of the dye in acid medium, with the
pH range of 1.0 for 5.0, it can be observed that the sample of impregnated chitosan
more quickly liberated the dye in pH 1.0, being the release mechanism of the non-
Fickian or anomalous type. For the microspheres of chitosan/alginate impregnated
and coacervated the release she was faster in pH 5.0 and the release mechanism
was dependent of pH. For the impregnated microspheres the definitive mechanism
was of the non-Fickian or anomalous type in pH 1.0 and 2.0 and of the Fickian type
or “Case I” in pH 3.0, 4.0 and 5.0. For the coacervated microspheres the mechanism
was of the non-Fickian or anomalous type in pH 1.0, 2.0 and 4.0 and of Super Case

Il of transport in pH 3.0 and 5.0.
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1. JUSTIFICATIVA DO TRABALHO

A cor, possivelmente mais que qualquer outro fator, influencia
significativamente a aceitabilidade do produto. Geralmente, ela afeta o julgamento,
sendo utilizada como forte indicador de qualidade; portanto, o desenvolvimento de
produtos de aparéncia atrativa € importante para a industria de alimentos.
Entretanto, recentemente, os corantes artificiais tém sido questionados por certos
segmentos da populacéo, e esta tendéncia, aliada a publicidade continua e adversa,
tem aumentado o interesse pelos corantes de origem natural. A adicdo de corantes
naturais para dar cor a alimentos processados pode ser desejavel, por nao
apresentar efeitos toxicos e por eventuais efeitos terapéuticos.

Com a finalidade de tornar os corantes naturais mais competitivos, observa-se
nas ultimas décadas, que as pesquisas estao direcionadas desde a descoberta de
novos pigmentos até ao estudo da estabilidade e aplicabilidade destes pigmentos
em alimentos industrializados. A utilizacdo dos corantes naturais requer o
conhecimento quimico de suas moléculas para adapta-las as condi¢cdes de uso em
processos, embalagens e distribuicao.

Sendo assim, a industria de alimentos necessita de tecnologias que protejam
0s corantes naturais do meio ambiente, devido a instabilidade destes na presenca de
luz, ar, umidade e temperaturas elevadas.

Dentre os corantes naturais conhecidos, as antocianinas apresentam grande
destaque, sendo utilizadas na coloragdo de alimentos e bebidas. As antocianinas
tém um alto potencial para uso como corante natural devido as suas cores atrativas.
Sao0 nao-toxicas e ndo mutagénicas, com propriedades farmacologicas bem
conhecidas e que contribuem para seu uso terapéutico.

Entretanto, o uso deste corante torna-se limitado devido a sua estabilidade,
que é afetada frente a fatores como concentracdo e estrutura quimica, pH, luz,
temperatura durante 0 processamento e estocagem, presenca de oxigénio,
degradacdo enzimatica, e interacdo com outros componentes presentes em
alimentos, tais como acido ascoérbico, ions metalicos, agucares e copigmentos.

Assim, a fim de aumentar as fontes de corantes naturais aplicaveis em
alimentos industrializados, este trabalho tem como objetivo a microencapsulacédo do
corante natural antocianina, obtido da casca da uva, utilizando os biopolimeros

quitosana e alginato de sédio.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. CORANTE NATURAL ANTOCIANINA

As antocianinas (do grego anthos = flor e kianos = azul) compreendem um
vasto grupo de pigmentos naturais, intensamente coloridos, responsaveis pelas
cores laranja, vermelho, roxo e azul de muitas frutas, vegetais, flores, folhas, raizes
e outras partes das plantas. S&o solaveis em 4gua, o que facilita sua incorporacao
em sistemas alimenticios aguosos, e em misturas de agua e alcool, porém insolaveis
em 6leos e gorduras ! e tém sido consumidas por séculos sem efeitos adversos 2.

Além dos atributos de cor, o interesse pelas antocianinas se intensificou por
causa de seus possiveis beneficios a saude. Os beneficios associados ao consumo
de extratos de antocianina incluem a capacidade antioxidante ¥®, o tratamento de
véarias desordens da circulacdo sanguinea resultantes da fragilidade capilar ¥, as

propriedades vaso-protetoras e anti-inflamatérias "

, a inibicdo da agregacédo de
plaquetas ), o controle de diabetes, 0o uso como agente antineoplésico e
quimioprotetores ® e possivelmente outros, devido a sua acdo diversa nas varias
enzimas e nos processos metabolicos . Estas propriedades fazem das
antocianinas uma alternativa atrativa ao uso dos corantes sintéticos.

As antocianinas pertencem ao grupo dos flavondides e s&@o derivados
poliidroxi e/ou polimetoxi glicosilados do cation 2-fenilbenzopirilio, conhecido como
cation flavilio, que consiste de dois anéis aromaticos unidos por uma unidade de trés
carbonos e condensados por um oxigénio. A molécula de antocianina (Figura 1) &
constituida por duas ou trés porcbes: uma aglicona (antocianidina), um grupo de

519 As antocianinas

acucares e, freqientemente, um grupo de &cidos organicos
diferem de outros flavondides naturais pela variagdo de cores que podem apresentar
e pela habilidade de formar estruturas de ressonancia por variacdo de pH .

O ndcleo flavilio da antocianina € deficiente em elétrons e, portanto, altamente
reativo. A sua reagdo geralmente envolve descoloracdo do pigmento, sendo,

portanto, indesejavel no processamento de frutas e vegetais .
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Figura 1 — Estrutura do ion flavilio caracteristico das antocianinas. Onde R1 e
R2 sdo H, OH, ou OCHgs; R3 € um glicosil ou H; e R4 € OH ou um glicosil.

Antocianidinas livres sdo raramente encontradas em plantas, ocorrendo
comumente glicosiladas com agtcares que estabilizam a molécula 2. A glicosilacdo
pode ocorrer em varias posi¢coes, sendo observada com maior freqiiéncia na posicao
3. O segundo agucar quando presente na molécula encontra-se na posi¢ao 5, porém
podem ocorrer glicosilacdes nas posicdes 7, 3', 4' e 5 13 e os aclicares mais
encontrados nas substituicdes sdo D-glicose, L-ramnose, D-galactose, D-xilose e
arabinose. Muitas vezes, 0s acgucares das antocianinas podem se encontrar acilados
com acidos aromaticos incluindo os acidos p-cumarico, cafeico, ferrulico, sinapico,
galico ou p-hidroxibenzdico, e/ou com &cidos alifaticos tais como acido malbnico,
acético, malico, succinico ou oxalico. Os substituintes acila encontram-se
usualmente ligados a hidroxila do agucar na posi¢cdo 3 e com menor frequéncia nas
posicoes 4 e 6. A metoxilacdo é mais freqiente nas posi¢cées 3’ e 5 e menos comum
na5ena7®.

As diferencas entre as diversas antocianinas existentes relacionam-se ao
namero de grupos hidroxil e metoxil na estrutura, a natureza e o numero de
acucares ligados a molécula, a posicao destas ligacdes e a natureza e o niamero de
acidos alifaticos ou aromaticos ligados aos actcares na molécula ®!. Em geral, um
aumento no numero de agucares substituintes € acompanhado por um incremento
na absortividade molar visivel do cation flavilio, guando comparado com moléculas
mono e diglicosiladas ', sendo observado também que a estabilidade das
antocianinas aumenta com o numero de grupos metoxil presentes no anel B e
diminui como o aumento do nimero de grupos hidroxil 2.

Em relacdo a estabilidade, as antocianinas sdo compostos que podem sofrer

reacoes que alteram sua estrutura sobre a acdo de diferentes agentes devido a
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deficiéncia eletrdnica de seu ntcleo flavilio ™.

O pH é um fator de grande importancia na coloracédo e na estabilidade das
antocianinas. Sua utilizacdo € restrita pela baixa estabilidade em meio aquoso e pH
acima de 2,0, condi¢cdes bastante comuns durante o processamento e estocagem
dos alimentos. Em solu¢fes acidas, a antocianina € vermelha, mas com o aumento
do pH a intensidade da cor diminui. Em solucéo alcalina, a cor azul é obtida, sendo,
porém instavel. Alem do pH, existem outros fatores de grande importancia na
estabilidade das antocianinas como a estrutura quimica e concentracdo, a
temperatura, a luz, a presenca de oxigénio, a degradacéo enzimatica e as interacdes
com outros componentes dos alimentos, tais como acido ascérbico, ions metélicos,
aclcares e copigmentos .

As antocianinas sao rapidamente destruidas pelo aquecimento durante o

processamento e estocagem de alimentos 1.

A degradacdo térmica leva a
formacao de produtos marrons, especialmente na presenca de oxigénio. O oxigénio
ou agentes oxidantes encontrados em alimentos e plantas podem acelerar a
degradacao das antocianinas ",

A luz é essencial para a biosintese das antocianinas, mas também acelera
sua degradacéo 41 elas sdo geralmente instaveis quando expostas & luz ultravioleta
e visivel, ou outras fontes de radiacéo ionizante *°,

As antocianinas podem ser encontradas em diferentes formas quimicas que

dependem do pH da solugdo (Figura 2) & 7 16 18]

Em pH 1, o cétion flavilio
(coloracédo vermelha) é a espécie predominante e contribui para as cores vermelha e
roxa (Figura 2A). Em valores de pH entre 2 e 4, as espécies quinoidais azuis sdo
predominantes (Figura 2B-D). Em valores de pH entre 5 e 6 duas espécies incolores
predominam, que sdo a pseudobase carbinol (Figura 2E) e a chalcona (Figura 2F),
respectivamente. Em valores de pH maiores que 7, as antocianinas sao degradadas
dependendo de seus grupos substituintes (Figura 2, reacao de degradacao) [,

O pH tipico do tecido vegetal varia entre 3,5 e 5,5, entretanto, as antocianinas
retém a sua coloracao original, ndo se transformando em estruturas incolores (como
em solucao), por se auto associarem em forma de hélice (por meio de atracdes
hidrofébicas e ligagdes de hidrogénio) com o nudcleo flavilio de outra, protegendo os
grupos croméforos da reacdo de hidratacdo . Outro mecanismo de protecdo é a
copigmentacao, provavelmente por intermédio de ligacdes de hidrogénio dos grupos

fendlicos, entre a antocianina e moléculas como flavondides ndo antocianicos,



25

antocianinas, alcaldides, aminoacidos, acidos organicos e nucleosideos, entre outros

[18-22]
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Figura 2 — Formas quimicas de antocianinas dependendo do pH da solucéo e

reacao de degradacédo para antocianinas, onde: R1 = H ou sacarideo, R2 e R3 =H

ou metil 4,

A copigmentacdo é uma interacdo molecular que acontece, neste caso, entre

as antocianinas e o copigmento proporcionando eficiente protecdo aos cromoforos

de antocianinas contra o ataque nucleofilico e, especialmente, a hidratacéo e perda

da cor . A associacdo de antocianinas com copigmentos ocorre por meio de

ligagbes hidrogénio ou de processos de empilhamento das moléculas mediante

interaces hidrofébicas %%, Esse efeito ocorre somente em sistemas aquosos e é

sensivel ao pH, temperatura e composicéo da solucéo &,
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O aumento da estabilidade ocorre porque o copigmento compete com a agua
e interage com as antocianinas, complexando as formas coloridas e modificando a
natureza do copigmento ™. Certos copigmentos provocam aumento nos valores de
absorvancia (efeito hipercromico) e deslocamento batocrémico (geralmente entre 5 e
20 nm ou mais no comprimento de onda de maxima absorcdo) [ 1% 18 19
evidenciando a reagao de copigmentacgao.

Devido a instabilidade das antocianinas frente a diversos fatores e ao seu
potencial uso como corante natural e suas propriedades terapéuticas, se faz
necessario o estudo e o desenvolvimento de técnicas que promovam um aumento
na estabilidade destes pigmentos, permitindo sua aplicacdo principalmente na

industria alimenticia.

2.2. MICROENCAPSULACAO

Muitos estudos vém sendo realizados com o intuito melhorar a solubilidade,

s 124281 para dar

facilitar o manuseio e aumentar a estabilidade dos corantes naturai
protecdo e aumentar a estabilidade do corante, este pode ser incorporado ou
microencapsulado em materiais poliméricos em condi¢des tais, que fornecam essa
protecdo, mas que permitam a sua liberacdo em situacdes pré-determinadas.

A microencapsulacdo € um processo no qual ocorre a formacdo de
microparticulas, onde um ingrediente ativo (sélido, liquido ou gas) é recoberto por
uma fina camada de outro material ?”!; ela possibilita o isolamento e a manutencéo
de substancias ativas no interior de uma microestrutura, fornecendo protecdo ao
ingrediente encapsulado contra condicdes adversas do meio, tais como: luz,
umidade, oxigénio e interacbes com outros compostos, estabilizando o produto,
aumentando a vida util e promovendo a liberacdo controlada do encapsulado em
condicdes pré—estabelecidas %2,

O material a ser encapsulado € designado por uma série de nomes, entre 0s
quais: nucleo, ingrediente ativo ou fase interna. O material que forma o revestimento
das microesferas é chamado de material de parede, carreador, membrana, casca ou
revestimento 7,

As microcapsulas podem ter diametros variando entre unidades de

micrébmetros até milimetros e podem apresentar diversas formas, dependendo dos
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(27291 " Quanto a forma, as

materiais e métodos usados para sua obtencdo
microcapsulas sao idealmente esféricas, embora seu formato seja influenciado pela
estrutura original do ingrediente encapsulado. A retencdo de materiais ativos no
interior de microparticulas é governada por fatores tais como: sua natureza quimica,
incluindo a funcionalidade quimica, a relativa volatilidade e polaridade ?°.

A técnica de microencapsulacao tem sido utilizada em diversos setores como
reproducdo de imagem (impressao térmica e toners para fotocopias), produtos
agroquimicos (herbicidas, repelentes e pesticidas), produtos farmacéuticos para
consumo oral ou injetavel, cosméticos, ingredientes alimenticios, adesivos, agentes
de cura e encapsulacdo de células vivas (incluindo enzimas e microorganismos) (28,
2931 Na indUstria de alimentos, microcapsulas que contém compostos volateis
responsaveis pelo implemento do aroma e sabor, corantes, acidulantes, enzimas,
microorganismos pro-bidticos e agentes antifungicos tém sido cada vez mais
estudadas e empregadas 27 3% 33,

Em relacdo ao encapsulante, ele deve possuir idealmente baixa viscosidade
em concentracdes elevadas e ser de facil manipulacdo durante o processo, ter baixa
higroscopicidade, transformar liquidos em sélidos para uso em sistemas secos, deve
ter habilidade para dispersar ou emulsificar e estabilizar o ingrediente encapsulado,
nao ser reativo com o material a ser encapsulado, ter habilidade de selar e segurar o
material ativo dentro da estrutura da capsula e liberar completamente o solvente ou
outros materiais utilizados durante o processo de encapsulacdo. Deve, ainda,
proporcionar méaxima protecdo ao ingrediente encapsulado contra condiges
adversas (luz, pH, oxigénio e ingredientes ativos), possuir as propriedades
desejadas de liberacédo do ingrediente encapsulado, ndo possuir sabor desagradavel

o " 3 Nos estudos de

(no caso de consumo oral) e, finalmente, ser econémic
microencapsulacdo, os encapsulantes geralmente empregados sdo hidrocoléides de
gomas vegetais, gelatina, amido modificado, dextrinas, lipideos, emulsificantes,
quitosana, alginato, entre outros 2”33 Novos procedimentos para preparar materiais
hibridos, com a mistura de polimeros naturais ou sintéticos, também tém sido muito
investigados °37),

Teoricamente, qualquer material que necessite ser protegido, isolado ou
lentamente liberado pode ser encapsulado. Atualmente, existem diversos métodos
para preparacdo ou obtencdo de microparticulas, os quais podem ser classificados

em:
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a) Métodos Fisicos: Spray drying, spray chiling, spray cooling, leito fluidizado,
co-cristalizacao e liofilizacao,

b) Métodos Quimicos: Inclusdo molecular e polimerizacao interfacial,

c) Métodos Fisico-quimicos: Coacervacao, separacdo de fase organica e
formacéo de lipossomas %27 28],

Neste trabalho utilizamos a técnica de microencapsulacdo empregando 0s
meétodos de impregnacao, coacervacgao e spray drying.

A técnica de spray drying, € uma tecnologia muito utilizada em diversos
segmentos industriais incluindo o farmacéutico, alimenticio, cosmético, entre outros.
Embora freqientemente considerado um processo de desidratacdo, pode ser usado
para encapsulacdo quando o composto ativo € envolvido por uma matriz protetora,
normalmente um polimero ou material fundido *”. A encapsulacéo por spray drying
tem sido usada na industria alimenticia desde 1950, para proporcionar aos
ingredientes encapsulados protecdo contra a degradacdo/oxidacao e para converter
ingredientes liquidos em pés 2% 32,

A formulacdo do material a ser atomizado e os parametros do processo
determinam as propriedades das particulas produzidas. O primeiro passo para
efetuar tal processo é selecionar o agente encapsulante adequado. Uma vez
escolhido o agente encapsulante, este deve ser hidratado 8. A encapsulacao
conduzida em um spray drying envolve trés etapas basicas: a primeira, relativa a
preparacdo da dispersdo ou emulsdo a ser processada;, a segunda,
homogeneizacdo da dispersédo; e, finalmente, a atomizagdo da massa dentro da
camara de secagem. A solugdo formada € atomizada na cdmara de secagem, onde
entra em contato com uma corrente de ar quente. A agua é evaporada, produzindo
particulas secas de formato esférico "),

Dentre as vantagens do emprego do spray drying estdo incluidas o fato de o
processo ser econdmico e flexivel, usar equipamento ja disponivel e produzir
particulas de boa qualidade 8. A rapida evaporacéo da agua da matriz encapsulante
durante a secagem faz com que o ndcleo permaneca a uma temperatura abaixo de
100 C, o que permite que 0 processo seja empregado até mesmo para substancias
termossensiveis. Uma limitacdo da técnica de spray drying é o numero limitado de
materiais de parede disponiveis. Uma vez que quase todos o0s processos de
secagem por atomizacdo na industria alimenticia s&@o realizados a partir de

formulagBes aquosas, o material usado para a microencapsulagcédo deve ser solavel
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em agua em um nivel aceitavel *?. A producdo de p6 com fina granulometria pode
ser outra limitagdo do processo, pois podera tornar necessaria uma nova
manipulacédo, como a aglomeragdo para aumentar o tamanho das particulas 28, Em
comparagcdo com as outras técnicas de microencapsulacdo, a secagem por
atomizacdo oferece a vantagem de ser um processo de etapa Unica. Essas
caracteristicas fazem com que a avaliagdo das suas potencialidades como um
método de encapsulacdo tenha se tornado uma area de pesquisa de interesse
crescente %42,

A coacervacdo é uma original e promissora técnica de microencapsulacao,
conhecida desde a década de 60. O conceito envolvido na microencapsulacéo por
coacervacao € a separacdo de um ou mais hidrocoloides a partir de uma solucéo
inicial e a subsequiente deposicado da fase coacervada em torno de um ingrediente

| °° Geralmente, o material a ser

ativo suspenso ou emulsificado no meio reaciona
encapsulado usado na coacervacdo deve ser compativel com o polimero
encapsulante e ser insoltvel (ou pouco solivel) no meio de coacervagao 2.

A coacervacdo geralmente envolve trés etapas basicas: 1) formacéo de trés
fases quimicas imisciveis — uma fase liquida que atua como veiculo, uma fase do
material a ser encapsulado e uma fase do material encapsulante; 2) deposicédo do
material encapsulante em volta do material a ser encapsulado; e 3) solidificacao do
encapsulante por meio de técnicas adequadas B 4,

No primeiro passo da técnica, o material a ser encapsulado, o nucleo, é
adicionado diretamente a fase liquida, veiculo. Ja a fase do material encapsulante é
formada por diferentes métodos: adigéo direta - 0 encapsulante pode ser adicionado
diretamente ao sistema, desde que seja imiscivel as outras duas fases e que tenha
capacidade para ser liquefeito; producdo “in-situ” - um mondémero pode ser
adicionado ao sistema e, subsequentemente, ser polimerizado na interface;
separacdo de fase - inicialmente o polimero pode se dissolver no sistema, mas
mudancas de ordem quimica ou fisica na solucdo polimérica podem provocar a
separacao de fases e a coacervacao do polimero; goticulas irdo se formar e coalecer
a partir da solugdo concentrada do polimero produzindo um sistema liquido-liquido
271 A solidificacdo das microcapsulas formadas é feita por técnicas de aquecimento,
reticulacdo ou desolvatizacdo. As microcapsulas sao usualmente coletadas por
filtracdo ou centrifugacdo, lavadas com um solvente adequado e secas através de

técnica apropriada P4, Tamanhos de particulas de poucos micrdmetros até um
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centimetro sdo obtidos. Fatores como pH, temperatura e composi¢cdo sao
importantes na producéo das microesferas %2,

A técnica de coacervacao pode ser simples ou complexa. No processo de
coacervacgao simples o polimero é solubilizado e entdo é adicionado o material a ser
encapsulado. Um nao solvente para o polimero é adicionado a solug¢do polimérica
que contém o ingrediente ativo disperso para induzir a formacao de microesferas. O
processo de coacervacdo usa o fendbmeno de desolvatacdo parcial dos polimeros e
sua agregacdo em resposta as trocas quimicas ou fisicas no meio %,

A coacervacado complexa ocorre quando dois polimeros de cargas opostas
formam um complexo solavel; as microparticulas sdo formadas pela interagédo
interidnica entre os polimeros ??. O ingrediente a ser encapsulado pode estar
presente na mistura de polimeros que vai ser coacervada, em uma das fases
poliméricas ou pode ser adicionada durante ou depois da separacdo de fases. Em
todos os casos, deve ser mantida a agitacédo continuamente *?. Diversos parametros
influenciam na formacé&o e propriedades das particulas formadas, como massa molar
dos polimeros, pH, forca ibnica, concentracdo de ambos polieletrdlitos e o tempo de
reacao que podem ser manipuladas simultaneamente para controlar as propriedades
mecanicas e estruturais.

A agregacdo das microparticulas preparadas durante a coacervacdo é um
problema importuno comumente encontrado na coacervacgao simples e complexa. O
rapido aumento na viscosidade aparente da regido rica em polimero causa essa
indesejavel coesao e agregacdo de microparticulas (431

A coacervacao é muito eficiente, mas € um processo de custo elevado. Por
esta raz&o, ndo é normalmente empregada na indistria de alimentos. E considerada
uma tecnologia potencial na encapsulacdo de flavorizantes. No entanto, em
decorréncia do alto custo e das dificuldades associadas a quantidade de nucleo que
poderia ser incorporado, ela ainda nao foi usada comercialmente *”.

A técnica de microencapsulacao por adsor¢cdo ou impregnacao consiste em
microencapsular o ingrediente de interesse pelo contato de uma solugdo do mesmo
com microesferas previamente preparadas. A adsor¢do € um processo que envolve
o contato de uma fase aquosa contendo o soluto livre com uma fase particulada
rigida que esteja propensa a remover ou estocar, seletivamente, um ou mais solutos

presentes na solucdo M. As condicdes de dessorcdo do material impregnado
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também devem ser favoraveis para ou possibilitar a reutilizacdo do adsorvente ou
para permitir a liberacdo do mesmo quando necessario.

O estudo do processo de adsorcdo € importante para entender varios
processos fisico-quimicos, entre os quais fendbmenos de coloracdo de téxteis,
clarificacdo e despoluicdo de efluentes industriais. Atualmente os véarios estudos da
area focam-se na adsorcdo de ions metalicos e na adsor¢ao de corantes resultantes
do processo de tingimento de tecidos ou fibras em efluentes 4749,

Biopolimeros como quitosana e alginato tém sido empregados como
adsorventes de metais e corantes °* *Y! por possuirem em sua cadeia polimérica

grupos tais como: amino, hidroxila e carboxilato.

2.3. QUITOSANA

A quitosana (Figura 3-b) é um copolimero catiénico formado por unidades de
2-desoxi-N-acetil-D-glicosamina e 2-desoxi-D-glicosamina unidos por ligacdes
glicosidicas (-1 -4, obtida a partir da desacetilacdo alcalina da quitina (poli-N-acetil-

2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose) P2

A quitina (Figura 3-a) é o principal
componente da estrutura do exoesqueleto de crustaceos, insetos e moluscos e
também esta presente na parede celular de fungos 3. A quitina é extensivamente
acetilada, enquanto que a quitosana corresponde a sua forma desacetilada. Desta
forma, qualquer polimero quitina que possua um grau de desacetilacdo maior do que
40% pode ser considerado quitosana ®*.

A gquitosana possui em sua cadeia polimérica trés grupos funcionais reativos:
0 grupo amino na posicado C-2, o grupo hidroxila primario na posicdo C-6 e o grupo
hidroxila secundario na posicdo C-3 12 %% e a modificacdo quimica destes grupos
permite a obten¢cdo de numerosos materiais com diferentes possibilidades de
aplicacdo. Os grupos amino presentes em toda a extensdo da cadeia polimérica,
dao a quitosana um carater de polieletrolito catidnico (pKa = 6,5), fazendo com que o
polimero seja solivel em solucdes com o pH < 6,5 % 57 e possa reagir com muitas
superficies/polimeros negativamente carregados, fazendo também quelacdo com
ions metalicos. Quitosana € uma base fraca, sendo insolivel em agua e solventes
organicos, porém € soluvel na maior parte dos acidos organicos, como por exemplo,

0 acido acético e formico e também em &acidos inorganicos como o acido cloridrico.
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Precipita em solucdes alcalinas ou com polianions e forma um gel em pH baixo ®2.
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OH OH OH
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Figura 3 — Estruturas quimicas da quitina (a) e da quitosana (b).

Devido a natureza de sua configuragdo quimica e as suas propriedades, tais
como: sua abundancia, nao toxicidade, hidrofilicidade, biodegradabilidade,
biocompatibilidade e propriedades antibacterianas ¥, a quitosana tem sido
empregada na preparacéo de filmes, géis e esferas, para os mais diversos fins °® e
pode ser utilizada em diversas areas tecnoldgicas, como biotecnologia, cosméticos,
processamento de alimentos, produtos biomédicos (pele artificial, adesivos cutaneos
ou curativos, lentes de contato, etc.) e sistemas de liberagcédo controlada de farmacos

(na forma de comprimidos, microcapsulas e adesivos transdérmicos) %3,

2.4. ALGINATO DE SODIO

Os alginatos pertencem a uma extensa classe de polimeros polissacarideos

a [¢4 & Alginato de sédio (Figura 4) é

gue formam suspensées hidrocoldides em agu
um sal de sddio de acido alginico e € um polimero aniénico solivel em agua. O
acido alginico € um conhecido polissacarideo natural, extraido de algas marinhas
pardas, que € formado de residuos de acido B-D-manurénico e acido a-L-gulurdnico

unidos por ligacdo (1—4), de composicao e sequéncia variada [66]
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Uma das excelentes propriedades de alginatos é sua habilidade em formar
hidrogéis irreversiveis e estaveis ao calor quando processados com cations

divalentes 6769

. Eles também s&o biocompativeis, hidrofilicos e biodegradaveis em
condicdes fisioldgicas normais "%, Por isso, alginato de sédio tem sido usado em
diversas areas tecnoldgicas como industria alimenticia, farmacéutica e agricola e
para a formacdo de materiais hibridos combinado com polimeros catidnicos, tal

como a quitosana, por meio de polimerizacao ou interacao ibnica.
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Figura 4. Estrutura quimica do alginato de sédio.

Varios tém sido os estudos que mostram a viabilidade de se complexar
quitosana e alginatos para dar estabilidade a complexos hidrogéis ®% 76 A
complexacdo de quitosana com alginato reduz a porosidade das microesferas de

alginato e a quitosana adquire um nivel maior de forca mecanica.

2.5. LIBERACAO CONTROLADA

A liberacdo controlada pode ser definida como um método pelo qual um ou
mais agentes ativos ou ingredientes podem ser disponibilizados em um determinado
meio ou sistema, com tempo e velocidade especificos. Com o avanco da tecnologia
de liberacdo controlada, aditivos sensiveis a fatores como pH, temperatura, luz,
entre outros, podem ser convenientemente utilizados em sistemas alimenticios. Tais
aditivos sao introduzidos no sistema alimenticio comumente na forma de
microcapsulas ",

As vantagens da liberacdo controlada sdo: os ingredientes ativos séo
liberados com uma velocidade controlada durante periodos de tempo prolongados; a
perda de ingredientes durante o processamento e estocagem pode ser evitada ou

reduzida e ingredientes reativos ou incompativeis podem ser separados "),
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A liberacdo pode ser sitio especifica, estdgio especifica ou iniciada por
mudancas de pH, temperatura, irradiagdo ou pressdo osmoética. Na industria
alimenticia, o0 método mais comum € a liberacao ativada por solvente. A adicdo de
agua a bebidas secas ou a misturas de bolo sdo exemplos.

Uma variedade de mecanismos de liberagdo controlada de ingredientes
encapsulados tem sido proposta para microcapsulas (Figura 5).

Forca Externa < > Forca Interna
Pressao, atrito, corte, ett FRATURAMENTO Permeabilidade seletiva,
expansao, etc.

DISSOLUGAO ou : N
CUSEG <« |NUCLEO | | plFUsAO

BIODEGRADACAO

CONTROLADA POR:
Umidade, pH, temperatura, estrutura do encapsulsicte

Figura 5. Mecanismos de liberagéo controlada de ingredientes encapsulados.

Na liberacdo controlada por difusdo, o ingrediente ativo é liberado pela
difusdo através do polimero ou através de poros existentes na matriz polimérica """
Na auséncia de fraturas e falhas na parede da microcapsula, a liberacdo do
ingrediente ativo se da principalmente pelo processo de difusdo dirigido por
gradientes de concentracao e forcas atrativas. A difusédo pela parede depende além
do gradiente de concentracdo, do tamanho, forma e polaridade do ingrediente ativo,
assim como a interacdo deste com a membrana #”.

Além do processo de difusdo, o ingrediente ativo pode ser liberado pelo
rompimento da parede encapsulante devido a forcas externas como pressao
mecanica ou ondas tipo ultrasom. Além disso, a integridade da parede encapsulante
pode ser destruida pela dissolugdo da microcapsula em um solvente apropriado ou
por aquecimento e posterior fusdo da parede ",

A liberagdo por solvente é baseada na solubilizacdo do agente encapsulante
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(tipicamente com agua) seguido por subsequente liberacdo do ingrediente
encapsulado. Neste caso, ela pode ser ocasionada por uma ruptura repentina ou
uma liberacédo lenta através do controle da razdo de solubilizacdo da parede e do
intumescimento do agente encapsulante, cujos responsaveis, séo os efeitos do pH
ou as mudancas na forca iénica do meio [’®.

Em sistemas onde 0 mecanismo de liberacdo € influenciado pelo
intumescimento, o polimero inicialmente intumesce através da absorcdo de liquido
do meio, sofrendo uma transicdo do estado vitreo para o estado gelatinoso através
da interagdo com o solvente. As cadeias do polimero no estado gelatinoso sdo mais
moveis do que no estado vitreo, permitindo que o ingrediente encapsulado se
difunda rapidamente pela matriz polimérica "),

Assim, a liberacdo do ingrediente ativo a partir da matriz polimérica pode ser
governada pelos diferentes mecanismos de liberagdo como: difusdo, eroséo,

intumescimento ou pela combinagao destes.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo encapsular o corante natural antocianina em
matriz polimérica de quitosana e quitosana/alginato por meio das técnicas de
impregnacao, coacervacao e spray drying, avaliando a eficiéncia de cada um dos
processos de encapsulacao e seu efeito na estabilidade do corante encapsulado, em
relacéo ao pH.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Caracterizar o corante natural antocianina e os biopolimeros quitosana e
alginato de soédio por espectroscopia de infravermelho (IV), analise
termogravimétrica (TGA) e calorimetria diferencial de varredura (DSC);

v Preparar microesferas de quitosana e quitosana/alginato através da técnica
de separacao de fases ou coacervacao;

v' Avaliar parametros de adsorcdo como efeito de pH, tempo necessario para
atingir o equilibrio e capacidade maxima de adsor¢cdo do corante natural
antocianina em microesferas de quitosana/alginato;

v' Encapsular o corante natural antocianina em microesferas de quitosana e
quitosana/alginato por meio das técnicas de impregnacédo, coacervacao e
spray drying;

v Caracterizar as microesferas de quitosana e quitosana/alginato com e sem
corante, preparadas pelos diferentes métodos, por de espectroscopia de
infravermelho (IV), microscopia eletrénica de varredura (MEV), analise
termogravimétrica (TGA) e calorimetria diferencial de varredura (DSC);

v' Determinar o grau de intumescimento (%GI) das microesferas de quitosana
e quitosana/alginato preparadas por impregnagao e coacervagao;

v' Analisar as cinéticas de liberacdo do corante natural antocianina
encapsulado em microesferas de quitosana e quitosana/alginato em

diferentes valores de pH;
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v' Avaliar o mecanismo de liberacdo do corante a partir de microesferas de
guitosana e de quitosana/alginato;

v' Avaliar o tempo de dissolucao e a quantidade de corante encapsulado em
microesferas de quitosana e quitosana/alginato preparadas através da

técnica de spray drying.
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4. MATERIAIS e METODOS

4.1. MATERIAIS

O biopolimero quitosana, com grau de desacetilacdo 90%, foi adquirido da
Purifarma, S8o Paulo/SP — Brasil. O biopolimero alginato de sédio foi adquirido da
empresa Sigma. O corante natural antocianina (padrdao AC-12r-WSP) foi fornecido
pela Christen — Hansen Ind. & Com. Ltda. Todos os outros reagentes utilizados sao

de grau analitico.

4.2. METODOLOGIA
4.2.1. Espectro eletrénico UV-Visivel para o corante antocianina

O comprimento de onda maximo (Ama) do corante antocianina foi
determinado a partir do espectro de absorcdo da solucdo do corante,
obtido em um espectrofotémetro UV-Vis T80+, marca PG Insturments Ltda,

onde se mediu a absorvancia numa faixa do espectro de 350 a 750 nm.
4.2.2. Preparacao das microesferas de quitosana

As microesferas de quitosana foram preparadas pelo método de
coacervagao simples ou separagao de fases 28] Dissolveu-se 3,0 g de
guitosana em 100 mL de &cido acético 5%, sob agitacdo constante, até
completa homogeneizacdo da solucdo. A solucdo ficou viscosa com
aproximadamente 3,0% (m/v) de quitosana. Esta solucéo foi gotejada com
o auxilio de uma bomba peristaltica, Ismatec Reglo modelo 78016-30, em
um banho de precipitagdo contendo solugdo de NaOH 2,0 mol L7,
ocorrendo a precipitacdo das microesferas. Em seguida, as microesferas
foram filtradas, lavadas com agua destilada até alcancarem a neutralidade

e secas a temperatura ambiente.
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4.2.3. Impregnacgdao das microesferas de quitosana com antocianina

Adicionou-se 10 mg de &acido ferrdlico em 25 mL de agua destilada. A
mistura foi aquecida até dissolucéo total do acido ferrulico (pH 3,6), sendo
em seguida deixada em repouso até temperatura ambiente. Em seguida,
150 mg de microesferas de quitosana foram deixadas em contato com
esta solucédo, sob agitacdo, por trinta minutos. Apos os 30 minutos de
contato das microesferas com a solucdo de acido ferrdlico, foram
adicionados 150 mg do corante, mantendo-se a solucao resultante sob
agitacdo durante 30 minutos. ApGs o0 contato, as microesferas
impregnadas foram filtradas, lavadas com agua destilada para retirar o

excesso de corante e secas a temperatura ambiente.
4.2.4. Preparacdo das microesferas de quitosana/alginato

Microesferas de quitosana/alginato foram preparadas pelo método de
separacdo de fases ou coacervacdo complexa . Dissolveu-se o alginato
de sd6dio em agua obtendo-se uma solucdo viscosa 1% (m/v) que foi
gotejada com auxilio de uma bomba peristaltica, Ismatec Reglo modelo
78016-30, sobre uma solucéo de quitosana 1,5% (m/v) e CaCl, 0,05 mol L
!, As microesferas formadas foram mantidas em contato com a solucéo de
quitosana por aproximadamente trinta minutos e posteriormente lavadas

com agua destilada e secas a temperatura ambiente.

4.2.5. Efeito do pH na adsorcdo do corante antocianina em

microesferas de quitosana/alginato

Microesferas de quitosana/alginato (150 mg) foram colocadas em contato
com solucdes individuais do corante antocianina na concentracao inicial de
400 mg L™? (C,). O estudo foi realizado na faixa de pH 1 a 6, ja que acima
de pH 7,0 o corante sofre degradacdo. As solu¢gbes do corante foram
preparadas nas soluces tampao pH 1,0 (HCI 0,1 mol L™), 2,0 (HCI 0,01
mol L), 3,0 (CHsCOOH 0,1 mol L), 4,0 (CHsCOOH 0,1 mol LY, 5,0
(CH3COOH 0,1 mol L") e 6,0 (NaH,PO4 0,1 mol L™), tendo sido o pH
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destas solucdes ajustado com a adicdo de NaOH 0,1 mol L™. Apds o
contato com as microesferas, as solugdes foram transferidas para uma
encubadora Mini Shaker da marca Marconi, modelo MA 832 e agitadas
durante 2 horas, a 150 rpm. O sobrenadante de cada frasco foi separado
por filtracdo; uma aliquota foi analisada no comprimento de onda méaximo
do corante (521 nm) por espectroscopia de UV-Vis, sendo a concentragao
do corante no sobrenadante determinada pela utilizacdo de uma curva de
calibracdo do corante. A quantidade de corante adsorvido foi determinada
empregando a Equacéo 1:

C -C
q-= (O\N—e)-v Equacéo 1

onde, q é a quantidade de corante adsorvido no polimero (mg g?), V é o
volume da solucdo (L), W é a massa de microesferas de
guitosana/alginato utilizada (g), C, € a concentracao inicial da solucéo de
corante (mg L) e Ce é a concentracdo de corante em equilibrio na

solucdo (mg L™).

4.2.6. Cinética de adsorgdo do corante antocianina em microesferas de

guitosana/alginato

O tempo necessario para o0 sistema adsorvato/adsorvente atingir o
equilibrio foi determinado colocando-se 25 mL de solugéo de corante (C, =
1200 mg LY em contato com 150 mg de microesferas de
guitosana/alginato em pH 2,0 (pH previamente selecionado no estudo do
efeito de pH). O frasco permaneceu sob agitacdo (150 rpm), a 25,0 + 0,1
C, até alcancar o equilibrio de adsor¢cdo. Aliquotas de 3,0 mL foram
retiradas em intervalos de tempo pré-determinados, e a concentracdo do
corante foi determinada por espectroscopia de UV-Vis, utilizando-se curvas

de calibracdo obtidas nos pH de estudo.
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4.2.7. Isotermas de adsorgédo do corante antocianina em microesferas

de quitosana/alginato

As isotermas de adsorcao foram obtidas pelo método de batelada. Foram
utilizados 150 mg de microesferas de quitosana/alginato em pH 2,0. A
essas amostras foram adicionadas solu¢gbes com concentragdes iniciais de
corante variando de 200 - 2000 mg L™, preparadas a partir de diluicéo de
uma solucdo estoque do corante com concentragdo de 2000 mg L. O
sistema foi mantido sob agitacdo (150 rpm), a 25,0 + 0,1 C, até alcancar o
equilibrio de adsorcéo (6 horas). O material foi separado por filtracéo e a
concentragdo do corante em solugéao foi determinada por espectroscopia
de UV-Vis, utilizando-se uma curva de calibragédo do corante.

4.2.8. Impregnacdo das microesferas de quitosana/alginato com

antocianina

ApOs os estudos de adsorcdo, as microesferas de quitosana/alginato
foram impregnadas com o corante antocianina, dissolvendo-se 100 mg do
corante em 100 mL de solucdo tampéo pH 2,0 (HCI 0,01 mol L) e em
seguida a solucdo resultante foi colocada em contato com 150 mg de
microesferas de quitosana/alginato durante 2 horas, sob agitacdo e a
temperatura ambiente. Apds o0 contato, as microesferas impregnadas
foram filtradas, lavadas com agua destilada para retirar o excesso de

corante e secas a temperatura ambiente.

4.2.9. Microencapsulacdo do corante antocianina pelo método de

coacervagao

Para a preparacdo das microesferas de quitosana/alginato contendo
corante por separacdo de fases ou coacervacdo complexa, adicionou-se
300 mg do corante em 100 mL de solucéo de alginato de sodio 1% (m/v).
Esta solucdo foi entdo gotejada com auxilio de uma bomba peristéltica,
Ismatec Reglo modelo 78016-30, sobre uma solucdo de quitosana 1,5%

(m/v) e CaCl, 0,05 mol L™. As microesferas formadas foram mantidas em
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contato com a solugao de quitosana por aproximadamente trinta minutos e
posteriormente lavadas com agua destilada e secas a temperatura

ambiente.

4.2.10. Microencapsulagdo do corante antocianina pela técnica
de spray drying

Por meio desta técnica foram obtidas microparticulas de quitosana e de
guitosana/alginato contendo o corante antocianina. Para a preparagéo das
microparticulas de quitosana, 300 mg de corante foram adicionadas a uma
solucéo de quitosana 3% (m/v) dissolvida em acido acético 5% (v/v). Ja
para a preparacdo de microparticulas de quitosana/alginato, 300 mg do
corante foram adicionadas a uma solugéao de quitosana/alginato preparada

["ll Baseado neste

a partir de adaptagdes do método de Smitha (2005)
meétodo, foram misturadas solu¢des de quitosana 3% (m/v) e de alginato
2% (m/v), na proporcdo de 3:1, respectivamente e a essa solucdo foi
adicionado HCI concentrado na quantidade de 1% do volume da solugéo.
Apés agitacdo vigorosa da solucdo por trinta minutos a parte solida
remanescente foi filtrada.

As solucbes foram atomizadas em um mini spray drier Buchi 191,
contendo um atomizador de 0,5 mm, dentro de uma camara de 44 cm de
altura e 10,5 cm de diametro. Para avaliar o efeito da temperatura de
secagem no preparo das amostras, 0s parametros utilizados na
atomizacao foram: temperatura de entrada do ar na camara de secagem
em 120 + 3 C, 140 £ 3 C, 160 £ 3 T e 180 + 3 T e temperatura de
saidadoarem75+3C,88+3 C,98+3 Ce 10 4 +3 C, com pressao
manomeétrica positiva de 5 bar e fluxo de ar de 500 NL/h. ApGs a avaliacdo
do efeito da temperatura de secagem, as solucdes foram atomizadas
utilizando-se os seguintes parametros: temperatura de entrada do ar 160 +
3 € e temperatura de saida do ar 90 + 5C, com pre ssdo manométrica
positiva de 5 bar e fluxo de ar de 500 NL/h. Para todas as amostras
utilizou-se uma velocidade de atomizacédo de 7% e taxa de aspiracao de
100%. Sob estas condi¢cdes o aparelho pode secar 150 mL da solucéo

resultante por hora.
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4.2.11. Espectroscopia de Infravermelho (1V)

Os espectros de infravermelho da quitosana, do alginato de sdédio, do
corante antocianina e de todas as diferentes formula¢des de microesferas,
foram obtidos na regido de 4000-400 cm™, com um espectrofotdmetro FT
Perkin Elmer, modelo 16 PC, utlizando-se pastilhas de KBr. As

microesferas foram trituradas antes das analises de infravermelho.

4.2.12. Morfologia das microesferas

A morfologia interna e externa, porosidade e tamanho médio das amostras
foram determinados utilizando-se a técnica de Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV). As amostras foram colocadas sobre estabes e
recobertas com uma camada de ouro, usando um Cool Sputter Coater da
Bal-tec, SDC 005, sendo em seguida micrografadas utilizando-se de um
microscopio eletrénico de varredura (Philips, Model XL 30) em uma
intensidade de 10kv, com varias magnificancias. O diametro médio de
cada amostra foi obtido a partir da média de uma populacdo de
microesferas, utilizando-se medidas dos diametros dos eixos vertical e
horizontal. Para todas as amostras, foram analisados cortes transversais,

para avaliar as caracteristicas internas da amostra.

4.2.13. Andlise Termogravimétrica (TGA)

Analises termogravimétricas foram realizadas com o objetivo de avaliar as
variagbes de massa em funcao da temperatura dos materiais formados. As
analises foram efetuadas em um analisador termogravimétrico (Shimadzu
- TGA50) sob atmosfera de nitrogénio, com fluxo de 50,0 mL min™ e taxa

de aquecimento de 10C/min, numa faixa de temperatu ra de 25 a 600<C.

4.2.14. Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

Termogramas do corante, da quitosana, do alginato de sédio e das

amostras preparadas pelos diferentes métodos (~ 10 mg) foram obtidos



44

com um calorimetro diferencial de varredura (Shimadzu - DSC50). As
analises de DSC foram realizadas com o objetivo de avaliar possiveis
interacdes entre os polimeros e o corante. As amostras foram analisadas
sob atmosfera dinamica de nitrogénio (50 mL min™), com taxa de

aquecimento de 10 T/min na faixa de temperatura de 25 a 300 C.

4.2.15. Estudos de liberacéo do corante em funcéao do pH

Amostras (25,0 mg) de microesferas de quitosana e quitosana/alginato
obtidas por meio dos métodos de impregnacdo e coacervacao, foram
suspensas em 25,0 mL de solucdo tampao pH 1,0 (HCI 0,1 mol L™Y), 2,0
(HCI 0,01 mol L™, 3,0 (CH3;COOH 0,1 mol L™), 4,0 (CHsCOOH 0,1 mol L)
e 5,0 (CH3COOH 0,1 mol L™), tendo sido o pH destas solucdes ajustado
com a adicdo de NaOH 0,1 mol L™. As solucdes foram mantidas sob
agitacao constante (150 rpm) em banho termostatizado a 25,0 = 0,1 <.
ApoOs intervalos de tempo pré-determinados, aliquotas de 3,0 mL da
amostra foram retiradas e analisadas no comprimento de onda maximo do
corante (521 nm). Apds as leituras, as aliquotas eram devolvidas ao
erlenmeyer. A porcentagem de corante liberada foi determinada usando-se
uma curva de calibracdo que relaciona a absorvancia com a concentracao
conhecida do corante puro (mg L™) no mesmo tamp&do em que a cinética
foi conduzida, sendo o experimento realizado em triplicata para todos os
pH.

4.2.16. Determinacéo do grau de intumescimento (%Gl)

A determinacdo do grau de intumescimento foi realizada em solugdes
tamp&o pH 1,0 (HCI 0,1 mol L), 2,0 (HCI 0,01 mol L), 3,0 (CHsCOOH 0,1
mol L), 4,0 (CHsCOOH 0,1 mol L) e 5,0 (CH3COOH 0,1 mol L™, tendo
sido o pH destas solucdes ajustado com a adicédo de NaOH 0,1 mol L™, As
microesferas de quitosana e quitosana/alginato obtidas por impregnacéo e
coacervacao, secas em estufa, foram inicialmente pesadas (25 mg) e
mantidas nos diferentes tampdes (25 mL), a 25 °C, sob agitacdo de 150

rom. Em intervalos de tempo pré-determinados as microesferas eram
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retiradas das solugbes tampéo, secas em papel absorvente para retirar o
excesso de solucdo e pesadas novamente até 0 momento em que ndo

houve mais variacdo de massa. O grau de intumescimento de cada

amostra no tempo t, foi calculado pela Equacéo 2:

%Gl =W —W, x 100 Equacéo 2

Wo
onde W; e W, referem-se as massas das amostras no tempo t e no estado

seco, respectivamente. O experimento foi realizado em triplicata.

4.2.17. Determinacgéo da quantidade de corante encapsulado

Foram utilizados para este estudo 25 mg de cada uma das amostras
encapsuladas, como descrito no item 4.2.3, 4.2.8, 4.2.9 e 4.2.10. As
amostras foram deixadas em contato com solugéo tampéo HCI 0,01 mol L
! pH 2,0, por uma hora, para promover a liberacdo do corante. Apés o
contato, uma aliquota foi retirada da solugdo e analisada no comprimento
de onda maximo do corante (521 nm). Para a quantificacdo dos
resultados, utilizou-se uma curva de calibracdo do corante antocianina em

solucdo aquosa, pH = 2,0, sendo a analise realizada em triplicata.

4.2.18. Dissolucdo das microparticulas de quitosana e

quitosana/alginato obtidas através da técnica de spray drying

Amostras (25,0 mg) de microesferas de quitosana e quitosana/alginato
obtidas através da técnica de spray drying, foram suspensas em 25,0
mL de solugéo tamp&o pH 1,0 (HCI 0,1 mol L™), 2,0 (HCI 0,01 mol L),
3,0 (CHsCOOH 0,1 mol L"), 4,0 (CH;COOH 0,1 mol LY e 5,0
(CH3sCOOH 0,1 mol L™), tendo sido o pH destas solucdes ajustado com
a adicdo de NaOH 0,1 mol L. As solucdes foram mantidas sob
agitacao constante (150 rpm) em banho termostatizado a 25,0 + 0,1 C,
até a completa dissolucdo das amostras. A porcentagem de corante
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liberada apds a dissolucdo, foi determinada usando-se uma curva de
calibragdo que relaciona a absorvancia com a concentracao conhecida
do corante puro (mg L) no mesmo tamp&o em que o experimento foi

conduzido. Todo o estudo foi realizado em triplicata para todos os pH.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Espectro UV-Visivel para o corante antocianina

A Figura 6 ilustra o espectro de UV-Visivel do corante antocianina em solucao
aquosa, pH 2,0. O valor de Amax foi determinado em 521 nm. Os espectros
apresentaram uma pequena diferenga de comportamento na faixa de pH estudado,
variando o comprimento de onda maximo entre 521 a 525 nm. Essas mudancas no
valor do comprimento de onda maximo estao relacionadas as mudancas estruturais
gue ocorrem na antocianina, apresentadas anteriormente na Figura 2.

Foram realizadas também para o corante, analises de espectroscopia no
infravermelho, calorimetria de varredura diferencial (DSC) e analise
termogravimétrica (TGA). Estas andlises serdo discutidas simultaneamente com as

analises dos produtos resultantes da microencapsulacao do corante.

0,5 - 521 nm
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Figura 6. Espectro eletrbnico UV-Visivel para o corante antocianina obtido em

solugéo aquosa, pH 2,0.
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5.2. Microencapsulacéo do corante natural antocianina

5.2.1. Impregnacdo do corante antocianina em matriz polimérica de

quitosana

Devido a degradacao do corante antocianina em valores de pH elevados e a
solubilidade das microesferas de quitosana em meios acidos, ndo foram realizados
estudos de adsorcdo do corante nas microesferas de quitosana como foi feito para
as microesferas de quitosana/alginato, porém, varios meios de impregnacdo foram
testados.

Dentre eles podemos citar: solucdo de &cido sulfirico 0,01 mol L™ (pH 2,0),
solucdo de sulfato de sédio 0,1 mol L™ (pH 2,5), solucdo tampdo KCI/HCI (pH 1,0),
agua, solucdo de dimetilsulféxido de sodio e etanol (0,05:1, v/v), solucdo de acido
ferralico (pH 3,6), solucao de citrato de sédio 0,1 mol L™ (pH 2,5 e 8,3) e solucéo de
tartarato de sédio e potassio 0,1 mol L™ (pH 2,5 e 8,6).

As impregnaces com solugdes de acido sulfurico e sulfato de sédio levaram
a microesferas com uma grande quantidade de fissuras e quebras (Figura 7). A
presenca de fissuras ou rachaduras é indesejavel na tecnologia de
microencapsulacédo, pois pode comprometer a protecdo oferecida ao ingrediente
encapsulado frente a condicbes adversas do meio, além de promover a liberacéo
acelerada do material encapsulado . As impregnacdes com solugcdo tampéo
KCI/HCI, &gua, solucao de dimetilsulfoxido de sédio e etanol ou ndo foram eficientes
ou promoveram a dissolucao das microesferas, ndo permitindo seu uso.

As metodologias mais eficientes de impregnacdo do corante natural
antocianina em matriz polimérica de quitosana, que nao promoveram fissuras nas
microesferas e permitiram a microencapsulacdo do corante, foram as utilizando
solucéo de acido ferrulico (pH 3,6), solucéo de citrato de sodio (pH 2,5 e pH 8,3) e
solucdo de tartarato de sodio e potassio (pH 2,5 e 8,6). Sendo que no
desenvolvimento deste trabalho serdo estudadas as microesferas impregnadas em
solucéo de acido ferrdlico.

Registros na literatura mostram que acidos organicos, tais como acido

g [19, 21-23, 80-85]

ferrdlico, podem atuar como copigmentos de antocianina protegendo-

as contra a degradagéo, por meio de interacdes intermoleculares.
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Figura 7. Microscopia eletronica de varredura: a) microesfera de quitosana
impregnada em acido sulfdrico, b) microesfera de quitosana impregnada em &cido
sulfarico - corte, ¢) microesfera de quitosana impregnada em sulfato de sodio e d)
microesfera de quitosana impregnada em sulfato de sédio — corte.

As microesferas impregnadas com corante em matriz polimérica de quitosana
produzidas em acido ferralico foram caracterizadas por espectroscopia de
infravermelho, microscopia eletrébnica de varredura, andlise termogravimétrica,

calorimetria diferencial de varredura.

5.2.1.1. Analise da morfologia das microesferas de quitosana
impregnadas utilizando Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV)

A microscopia eletronica de varredura foi utilizada com o objetivo de avaliar a
morfologia e o tamanho de distribuicdo de particula do material formado durante a

microencapsulagdo. A microscopia eletrénica de varredura fornece informacgdes
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sobre as caracteristicas morfoldgicas das microesferas como a presenca de fissuras
e poros, permitindo uma andlise rapida e direta da eficiéncia do processo de
encapsulacéo.

A Figura 8 apresenta as imagens obtidas com a microscopia eletrénica de
varredura das microesferas impregnadas, as quais foram reveladas a partir de

populacdes mistas de microesferas.

Figura 8. Microscopia eletrbnica de varredura: a) microesfera de quitosana, b)
microesfera de quitosana — corte, c) microesfera de quitosana — superficie, d)
microesfera de quitosana impregnada, e) microesfera de quitosana impregnada —

corte, f) microesfera de quitosana impregnada — superficie.
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De um modo geral, as microesferas de quitosana (Figura 8-a e 8-c) e
guitosana impregnada (Figura 8-d e 8-f) apresentaram-se com boa esfericidade. A
estrutura externa das microesferas com e sem corante mostrou-se compacta, lisa e
sem fissura ou porosidade aparente, indicando a formacéo de um filme continuo na
parede. A andalise das secc¢les transversais das microesferas (Figuras 8-b e 8-e)
mostrou auséncia de poros ou fissuras no interior das mesmas.

O didametro médio das microesferas ficou em 852 um para as microesferas de
quitosana e 890 um para as microesferas de quitosana impregnadas com corante
antocianina.

As analises de microscopia eletrbnica de varredura das microesferas
contendo corante indicam que o corante esta dissolvido por toda a matriz polimérica,

sugerindo uma microencapsulacgéo eficiente.

5.2.1.2. Caracterizacdo das microesferas de  quitosana

impregnadas por Espectroscopia de Infravermelho (IV)

A Figura 9 apresenta os espectros de infravermelho da quitosana, das
microesferas impregnadas com o corante e do corante antocianina.

No espectro de infravermelho da quitosana (Figura 9-a) observam-se bandas
caracteristicas dos grupos presentes na estrutura do polimero: 3445 cm * referente
ao estiramento das ligacées OH; 2918 e 2879 cm™ referentes aos estiramentos das
ligacbes C—H; 1655 cm™ atribuida a absorcdo da carbonila do grupo —N—C=0;
1601 cm™ referente a deformagéio do grupo NH,; 1423 cm™ atribuida ao estiramento
da ligagdo —CN de amida; 1381 cm™ correspondente a pequena vibracdo do C—H do
grupo CHgj referente ao grupo acetoamido presente em pequena propor¢cao na
cadeia polimérica e 1322 cm™ referente ao estiramento da ligacdo —CN de grupos
amino. As bandas em 1155 cm™ (estiramento assimétrico da ligagdo C-O—C), 1080
e 1030 cm™ (vibracdes envolvendo as ligages C—O de &lcool priméario) sdo
caracteristicas da estrutura sacaridica da quitosana .

O espectro de infravermelho do corante natural antocianina (Figura 9-c)
mostra banda em 3389 cm™ referente & vibracdo de estiramento das ligacées OH;
2929 cm™ referente aos estiramentos de ligagdes C—H; 1751 cm™ referente a
carbonila de éster; 1616 cm™ referente ao estiramento C—C de aromaticos; 1512
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cm™ correspondente a deformacdo axial C=C de aromaticos; 1441 cm™ referente a
deformac&o das ligacées C—H e banda em 1026 cm™ correspondente ao estiramento

das ligacdes C-O de alcool.
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Figura 9. Espectro de infravermelho: a) quitosana, b) microesferas de

quitosana impregnadas e c) corante natural antocianina.

No espectro de infravermelho das microesferas de quitosana impregnadas
(Figura 9-b) observam-se bandas em: 3440 cm™ referente ao estiramento das
ligacbes OH; 2927 e 2880 cm™ referentes aos estiramentos das ligacbes C—H,
sendo que para a banda em 2927 cm™ observa-se um aumento de intensidade em
relacdo ao espectro da quitosana que pode ser atribuido aos grupos CHgz presentes
na estrutura do corante e que esta presente na microesfera; 1655 cm™ atribuida a

absorcdo da carbonila do grupo —N—C=0 e 1602 cm™ referente a deformacéo do



53

grupo NH,. Observa-se também o surgimento de dois ombros em 1562 e 1458 cm™
0s quais podem ser atribuidos a presenca do corante na microesfera e o0s
deslocamentos das bandas em: 1429 cm™ atribuida ao estiramento da ligagcdo —CN
de amida; 1386 cm™ correspondente a pequena vibracdo do C—H do grupo CHs e
1324 cm™ referente ao estiramento da ligacdo —CN de grupos amino, além do
aumento de intensidade e deslocamento de 20 cm™ na banda em 1280 cm™.

As mudancas de intensidade das bandas de absor¢céo no espectro bem como
os deslocamentos de bandas observados sugerem a existéncia de interagdes fisicas

entre o biopolimero quitosana e o corante antocianina.

5.2.1.3. Analise Termogravimétrica (TGA) das microesferas de

guitosana impregnadas

Com o objetivo de avaliar a estabilidade térmica dos produtos formados a
partir da microencapsulacdo do corante antocianina em matriz polimérica de
quitosana, foram realizadas andlises termogravimétricas (Figura 10) para a
quitosana, a antocianina e para as microesferas de quitosana impregnadas.

A Tabela 1 fornece os estagios de perda de massa para a quitosana, o
corante antocianina e para as microesferas impregnadas com corante.

Na Figura 10 e na Tabela 1 é possivel observar que o biopolimero quitosana e
0 corante antocianina apresentaram um estagio inicial de perda de massa em
aproximadamente 53 e 77 T, respectivamente, refere nte a perda de umidade
presente na amostra, com uma reducdo de aproximadamente 10% para a quitosana
e 5,5% para a antocianina.

A curva da analise termogravimétrica para a quitosana (Figura 10-a)
apresenta além do primeiro estagio referente a desidratacdo, um segundo estégio de
perda de massa em torno de 330 °C, com uma reducédo de aproximadamente 56%
de massa, referente a degradacao do polimero. O corante antocianina (Figura 10-b)
apresenta um segundo estagio de perda de massa em 332 C, com reducdo de
aproximadamente 57% de massa, referente a sua degradagéo térmica.
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Figura 10. Analise termogravimétrica (TGA): a) quitosana, b) corante natural

antocianina e c) microesfera de quitosana impregnada.

As microesferas impregnadas com o corante antocianina (Figura 10-c)

apresentaram dois estagios de perda de massa em aproximadamente 176 e 310 T,

com reducdo de aproximadamente 12 e 45% da massa. O primeiro estagio pode

estar relacionado ao solvente presente na amostra e o segundo estagio refere-se ao

polimero, sendo observada menor estabilidade térmica da microesfera impregnada

em relacdo ao polimero puro.

Tabela 1. Estagios de perda de massa obtidos através de analise termogravimétrica

(TGA) da quitosana, do corante antocianina e das microesferas de quitosana

impregnadas.
1°Estagio | 2°Estagio
Quitosana 53,33C | 330,15C
Corante natural antocianina 77,71C | 332,70C
Microesfera de quitosana impregnada | 176,33°C | 309,96°C
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5.2.1.4. Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) das
microesferas de quitosana impregnadas

Com o objetivo de avaliar possiveis interacdes entre o biopolimero quitosana
e 0 corante antocianina, foram realizadas analises de calorimetria diferencial de
varredura (Figura 11) para a quitosana, microesferas de quitosana impregnadas e
corante antocianina.

A curva de calorimetria diferencial de varredura para a quitosana (Figura 11-a)
apresenta um pico endotérmico em aproximadamente 89 < relacionado a umidade
presente na amostra e um pico exotérmico em aproximadamente 306 C, referente a
degradacédo do polimero. A curva de DSC para o corante antocianina (Figura 11-c)

mostra um pico endotérmico intenso de fusdo em aproximadamente 187 <.
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Figura 11. Calorimetria diferencial de varredura (DSC): a) quitosana, b)

microesfera de quitosana impregnada e c) corante natural antocianina.

A amostra das microesferas impregnadas (Figura 11-b) apresentou um pico
endotérmico em aproximadamente 155 T atribuido a fusédo do corante e dois picos
exotérmicos em aproximadamente 281 e 296 C, sendo que o primeiro pode ser
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atribuido a degradacg&o do corante antocianina e o segundo referente & degradacao
térmica da quitosana. Mourtzinos et al. (2008) % ao estudarem a estabilidade
térmica de antocianinas, observaram um pico exotérmico em torno de 220 €
relacionado & oxidac&o do corante antocianina .

Os resultados de calorimetria diferencial de varredura para as microesferas de
quitosana impregnadas com o corante antocianina sugerem que ocorre interacao
fisica entre a quitosana e o corante antocianina, pois nao foram observados novos
picos de transicdo e sim o deslocamento dos picos ja existentes para temperaturas
menores. Os dados de DSC estao de acordo com os dados de TGA indicando menor
estabilidade térmica das microesferas contendo o corante em relacdo ao polimero

puro.

5.2.1.5. Determinagdo do grau de intumescimento (%Gl) das

microesferas de quitosana impregnadas

A literatura tem mostrado que a liberagcdo de solutos a partir de matrizes
hidrofilicas € uma interacdo complexa entre intumescimento, difusdo, eroséo e
relaxacéo 7). A penetracdo gradual de 4gua produz intumescimento e relaxacgéo das
cadeias do polimero para formar um gel hidratado, permitindo a passagem do soluto
por meio da dissolucéo e difusdo para o meio aquoso 8,

Assim, a determinacdo do grau de intumescimento das microesferas € um
fator importante, pois pode ajudar a entender o mecanismo de liberacdo dos
ingredientes ativos.

Geralmente, este fendmeno pode ser gerado devido alguns fatores do meio
externo tais como: pH, for¢a idnica, composicdo do solvente, composicdo do

[88, 89

tampdo, temperatura e pressao Fatores como grau de reticulagéo,

hidrofilicidade e hidrofobocidade do polimero influenciam no grau de intumescimento
[90, 91].

A Tabela 2 apresenta o grau de intumescimento para as microesferas de
quitosana impregnadas com o0 corante antocianina e 0 tempo necessario para
alcancar o intumescimento maximo. Durante o intumescimento, 0S grupos amino, da
superficie da quitosana, séo inicialmente ionizados. A superficie intumesce devido a

repulsdo eletrostatica entre grupos amino adjacentes, facilitando a penetracdo do
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solvente 7,

Tabela 2. Grau de intumescimento das microesferas de quitosana impregnadas.

Grau de intumescimento (%Gl)

Microesferas de quitosana impregnadas

pH Tempo* (minutos) Gl%
1 10 239,54
2 34 363,26
3 20 1592,52
4 18 1390,40
5 50 1460,83

* Tempo para obtencdo das microesferas com massa constante

A partir dos dados apresentados é possivel observar que o grau de
intumescimento das microesferas impregnadas aumenta com o aumento de pH até o
pH 3,0, onde alcanca seu grau maximo. A partir do pH 3,0, ocorre um pequeno
decréscimo no grau de intumescimento, porém mantendo ainda um valor bastante

significativo, sendo que em pH 5,0 as microesferas demoram mais para intumescer.

5.2.1.6. Estudos de liberacdo do corante natural antocianina a

partir de microesferas de quitosana

O estudo da liberacdo controlada de um ingrediente ativo, sob condicbes
especificas, é interessante e necessario para entender o comportamento de
liberacdo e o mecanismo através do qual essa liberacdo ocorre. As técnicas de
microencapsulacédo e liberagdo controlada fornecem prote¢cdo e permitem a
utilizacao de ingredientes ativos em condicdes especificas desejadas.

A quantidade de corante liberada com o tempo (M) foi determinada através de
um espectrofotdmetro UV-Visivel, no comprimento de onda de 521 nm. A quantidade
de corante total liberado (M) foi alcancada depois de manter as microesferas
algumas horas em solucéo, sob agitacao.

O aspecto geral da curva de liberacdo do corante antocianina a partir de
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microesferas de quitosana impregnadas esta representado na Figura 12.

Observa-se que a liberacdo do corante comecga imediatamente apds o contato
das microesferas com a solu¢do tampdo em todos os valores de pH e que todo o
corante é liberado a partir da matriz polimérica de quitosana impregnada com
corante em menos de duas horas considerando-se os pH 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 e em

aproximadamente trés horas para o pH 5,0.
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Figura 12. Perfil de liberacdo do corante antocianina para as microesferas de

guitosana impregnadas em pH 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 € 5,0, a 25<T.

O tempo necessario para liberacdo de 50% do corante nos valores de pH 1,0,
2,0, 3,0, 4,0 e 5,0 é apresentado na Tabela 3.

Observa-se, na Figura 13 e na Tabela 3, que conforme aumenta o pH a
liberacdo torna-se mais lenta, ou seja, a liberagdo do corante antocianina a partir da
matriz de quitosana impregnada foi mais rapida em pH 1,0 e mais lenta em pH 5,0. A
quantidade de corante incorporado nas microesferas de quitosana impregnadas com

corante foi de 113,2 mg g™.
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Tabela 3. Tempo necesséario para liberacdo de 50% do corante a partir de

microesferas de quitosana impregnadas.

Liberacéo controlada do corante antocianina

Microesferas de quitosana impregnadas

pH Liberac&o de 50% do corante (min)
8
20
28
32
63

g bl WO N

A liberacdo mais rapida em pH 1,0 pode ser atribuida ao fato de que em
valores de pH baixos os grupos amino da cadeia polimérica encontram-se mais
protonados o que facilita a dissolugéao e o intumescimento da cadeia, permitindo que

o corante difunda mais rapidamente através da matriz para a solucéo de liberacao.

5.2.1.7. Analise do mecanismo de liberacdo para 0 corante

antocianina a partir das microesferas de quitosana

Recentemente, muitos sdo os esforcos para elucidar o mecanismo de
liberacdo de ingredientes ativos a partir de matrizes hidrofilicas >,

O processo de liberacdo de solutos a partir de matrizes hidrofilicas
normalmente é analisado utilizando a Equacao 3, a fim de caracterizar o mecanismo

predominante durante a liberagéo "1,
M/M; =K' . t" Equacéo 3

onde M{/M; é a fragdo do corante liberado no tempo t, k' é uma constante que
incorpora caracteristicas da matriz polimérica e n € o coeficiente difusional, cujo
valor fornece informacgfes sobre o mecanismo de liberacdo de ingredientes a partir

da matriz polimérica.
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De acordo com os critérios para cinética de liberacdo de solutos a partir de
sistemas intumesciveis com geometria esférica, um valor de n < 0,43 indica que o
mecanismo de liberacdo observado é de difusdo do soluto através de camadas da
matriz, conhecido como mecanismo de liberagcéao Fickiano ou “Caso I”. Um valor de n
= 0,85 indica que a liberacio do soluto € controlada apenas pelo
intumescimento/relaxacdo da cadeia polimérica, ou seja, independente do tempo,
conhecido como “Caso II” de transporte. Quando 0,43 < n < 0,85 se obtém um
transporte ndo-Fickiano, onde ocorre a superposi¢cdo dos dois fendbmenos, sendo a
liberagcdo controlada pela difusao e pelo intumescimento. Para valores de n > 0,85
tem-se um Super Caso Il de transporte, ocorrendo a contribuicdo simultanea de
processos como difusdo, intumescimento, relaxacdo e erosdo da matriz polimérica
[98, 99].

A partir da linearizacdo da Equacdo 3, constroi-se grafico de In M/M; em
funcéo de In t, obtendo-se o expoente difusional n. Os dados de liberagéo do corante
antocianina foram avaliados para M{/M; < 0,60. A Tabela 4, apresenta o coeficiente
difusional das microesferas de quitosana impregnadas com o corante antocianina

para os valores de pH 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 e 5,0.

Tabela 4. Coeficiente difusional n para a liberagdo do corante antocianina a partir de

microesferas de quitosana impregnadas.

Microesferas quitosana impregnadas

pH n r

1 0,66 0,9928
2 0,63 0,9951
3 0,82 0,9979
4 0,54 0,9808
5 0,61 0,9700

Para as microesferas de quitosana impregnadas com o corante antocianina o
valor do coeficiente difusional ficou entre 0,54 e 0,82 para todos os valores de pH,
indicando um transporte nao-Fickiano ou anémalo, onde a liberacdo ocorre por meio

da superposi¢cao dos mecanismos de difuséo e intumescimento.
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Como visto anteriormente, as microesferas de quitosana impregnadas com o
corante antocianina apresentaram um valor significativo de grau de intumescimento
(Tabela 3). A partir destes dados e da analise do mecanismo de liberacdo pode-se
concluir que as microesferas intumescem em solucéo e, através do processo de

difusao liberam o corante.

5.2.2. Estudos de adsorcdo do corante natural antocianina em

microesferas de quitosana/alginato

A fim de verificar a eficiéncia da matriz polimérica quitosana/alginato como
agente encapsulante do corante antocianina foram realizados inicialmente estudos
de adsorcdo do corante em microesferas de quitosana/alginato, na faixa de pH 1,0 a
6,0.

5.2.2.1. Dependéncia do pH na adsorc¢éo do corante

O efeito do pH na adsorgéo do corante natural antocianina em microesferas
de quitosana/alginato esta representado na Figura 13. A analise dos dados permite
observar baixa adsorcdo do corante em pH 1,0 e maxima em pH 2,0, sendo
observada uma diminuicdo na capacidade de adsor¢cdo com o aumento do pH, a
partir do pH 3,0.

O cétion flavilio presente na estrutura de antocianinas tem boa estabilidade
somente em baixos valores de pH, em pH em torno de 4 ~ 5 o cation transforma-se
em uma pseudo base ou carbinol incolor, em pH 6 ~ 7 transforma-se em uma base
quinoidal azul e em pH acima de 8 em uma chalcona incolor, todos com baixa
estabilidade. A alta capacidade de adsorcdo em pH 2,0 pode ser causada pela
complexacdo do cation flavilio das antocianinas com a matriz polimérica de
quitosana/alginato de sddio, prevenindo sua transformag¢do em suas formas menos

estaveis.
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Figura 13. Dependéncia do pH para a adsor¢cdo do corante antocianina,
utilizando microesferas de quitosana/alginato, T = 25 + 0,1 °C, C, = 400 mg L%,

tempo de contato = 2 horas.

5.2.2.2. Cinética de adsorcdo do corante antocianina

Utilizando o pH 6timo de adsorcdo (pH = 2) foi realizada a cinética de
adsorcdo a fim de se determinar o tempo necessario para 0 sistema atingir o
equilibrio. A Figura 14 apresenta o decaimento da concentracdo do corante em
funcdo do tempo, sendo ilustrada a variagdo das concentracdes de corante na fase
liguida em funcdo do tempo de contato com o adsorvente. Foi observado para a
cinética de adsor¢cdo, um decaimento rapido da concentragdo nas primeiras horas
sendo o equilibrio atingido em torno de 6 horas.

Para avaliar o0 mecanismo cinético que controla o processo de adsor¢cao, 0s
modelos de pseudo-primeira ordem, pseudo-segunda ordem e difusdo intraparticula
foram testados, sendo que a validade dos modelos pode ser verificada pela analise
das equacdes lineares: log (0e — qy) Vs. t, (t/q) vs. t e g vs. t*°, respectivamente.
Uma boa correlagdo dos dados cinéticos justifica a escolha do mecanismo de

adsorcdo do corante na fase sélida 0192,
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Figura 14. Cinética de adsor¢édo do corante antocianina: (l) pH 2,0; T =25 £

0,1, C,=1200 mg L™, tempo de contato = 24 horas.

Um processo de pseudo-primeira ordem pode ser avaliado pela Equagcéo 4 1%
k1 N
log(q, —q,) =logq, - 554t Equagdo 4

onde ki (min™) é a constante de velocidade da adsorcéo de pseudo-primeira ordem;
g: € a quantidade adsorvida no tempo t (min) e ge denota a quantidade adsorvida no
equilibrio, ambas em mg g*. O gréfico de log (qe — g) em funcdo de t fornece os
valores de k; e ge. O coeficiente de correlacdo obtido (R = 0,9210) n&o reflete uma
boa linearidade. Quando g. experimental e 0 ge calculado foram comparados, o valor
experimental teve um desvio de 59 %.

Um processo de pseudo-segunda ordem baseado na capacidade de adsorcao

no equilibrio, pode ser expresso pela Equacéo 5 100101

t 1 1
= > Tt Equagéo 5
9, k,gs 49,

onde k, (g mg™ min™) é a constante de velocidade de adsorcdo de pseudo-segunda
ordem. A partir do intercepto e da inclinacao da reta do gréfico (t/q;)) em funcédo de t,
os valores de k; e ge podem ser obtidos. O grafico mostrou uma excelente
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linearidade (R = 0,9999) com uma constante de velocidade (k) igual a 9,7319 x 10™
g mg™ min™t. Uma comparacao entre o valor de ge experimental (ge = 61,248 mg g™)
e o obtido a partir do coeficiente angular da reta (qe = 61,614 mg g™*) mostrou um
boa concordancia com um desvio de 0,59 %.

O modelo cinético de difusdo intraparticula proposto por Weber & Morris 192,
consiste em um modelo simples no qual a velocidade de difuséo intraparticula pode
ser obtida a partir da Equacao 6 %%

—, 50,9
q, =k Equacéo 6

Quando a difusdo intraparticula controla o processo cinético de adsorcédo, o
grafico de q; versus t*° fornece uma reta passando pela origem e o coeficiente
angular fornece a constante de velocidade k. O gréafico de q; versus t ®° forneceu um
coeficiente de correlacdo pobre (R = 0,7583) e a reta ndo passa pela origem como
proposto pela equacéo, indicando que a difusdo intraparticula ndo € o fator
determinante no processo cinético.

Com base na andlise dos modelos cinéticos testados, pode-se verificar que o
mecanismo de adsor¢cdo do corante antocianina em microesferas de
quitosana/alginato segue uma cinética de pseudo-segunda ordem, evidenciando
uma quimiossorcdo como etapa determinante do mecanismo de adsor¢cdo e nao
uma transferéncia de massa em solucdo. Sendo, desta forma, a velocidade de
adsorcao dependente dos sitios de adsorc¢do livres na superficie do adsorvente e da
quantidade de corante adsorvido no equilibrio.

5.2.2.3. Isoterma de adsorcdo do corante antocianina

A razdo entre a concentracdo do adsorvato na fase solida e a concentracéo
de equilibrio na fase aquosa, a temperatura constante, € denominada de isoterma de
adsorcéo ou de equilibrio %,

A Figura 15 mostra a curva da quantidade adsorvida de corante em funcao da
concentracdo do corante em equilibrio. Esta relacdo mostrou que a capacidade de
adsorcdo aumenta com a concentracdo de equilibrio do corante na solucéo,

alcancando progressivamente a saturagédo do adsorvente.
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7

A isoterma de Langmuir € o modelo mais conhecido e empregado para
determinar os parametros de adsorcdo. Esta isoterma considera a superficie do

adsorvente como homogénea com sitios idénticos de energia %Y. O modelo
matematico que a interpreta é representado pela Equacéo 7:
quLCe ~
= Equacad
q 1+K|_Ce quacg

onde, q é a quantidade adsorvida (mg g*), K. é a constante de equilibrio de
adsorcao (constante de Langmuir); Ce é a concentragdo de corante no equilibrio (mg

L") e g é a capacidade maxima de adsorcéo (mg g2).
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Figura 15. Isoterma de adsorcao do corante natural antocianina a T = 25+ 0,2
T, pH = 2,0 e tempo de contato de 6h.

Os parametros de adsorcao podem ser determinados transformando a equacéo

de Langmuir para a forma linear (Equacgéo 8).

Equacéao 8
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A partir dela pode-se obter os dois parametros de adsor¢éo da isoterma de

Langmuir, K_ constante de Langmuir (3,867 x 10_4 L mg™) e a capacidade maxima de
adsorcao do corante antocianina em microesferas de quitosana/alginato, gm. O valor
determinado da capacidade méxima de saturacdo da monocamada do adsorvente
foi 123,61 mg de corante por grama de adsorvente. A equacdo da reta obtida (y =
8,09. 10°x + 20,92), apresentou um coeficiente de correlagéo de 0,9942, mostrando

uma boa adequacdo ao modelo de Langmuir.

5.2.3. Microencapsulacdo do corante natural antocianina em matriz
polimérica de quitosana/alginato por meio das técnicas de
impregnacao e coacervagao

ApOs os estudos de adsorcdo do corante natural antocianina, o mesmo foi
microencapsulado em matriz polimérica de quitosana/alginato por meio das técnicas
de impregnacdo e coacervacdo. As analises da morfologia, de espectroscopia de
infravermelho, de estabilidade térmica dos produtos formados e estudos de liberacéo

serdo discutidas a seguir.

5.2.3.1. Caracterizacdo das microesferas de quitosana/alginato

com e sem corante por Espectroscopia de Infravermelho (1V)

A Figura 16 apresenta 0s espectros de infravermelho dos biopolimeros
quitosana e alginato de sodio, das microesferas de quitosana/alginato, das
microesferas de quitosana/alginato impregnadas, das microesferas de
quitosana/alginato coacervadas e do corante antocianina. As analises dos espectros
da quitosana (Figura 16-a) e do corante (Figura 16-f) ja foram discutidas no item
5.2.1.1, portanto neste item serdo analisados somente 0s espectros do alginato de
sédio, das microesferas de quitosana/alginato e das microesferas de
quitosana/alginato impregnadas e coacervadas.

O espectro de infravermelho do alginato de sddio (Figura 16-b) mostra uma
banda em torno de 3446 cm™ referente ao estiramento dos grupos OH, banda em
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2931 cm™ referente aos estiramentos de ligagdes C—H, duas bandas em 1610 cm™ e
1418 cm™ atribuidas aos estiramentos simétrico e assimétrico do grupo COO',
respectivamente *®, um pico fino em torno de 1032 cm™ referente ao grupo C-O-C
e a banda em 818 cm™ referente ao estiramento C-O.

No espectro de infravermelho das microesferas de quitosana/alginato (Figura
16-c) observa-se um alargamento da banda em aproximadamente em 3445 cm™ que
pode estar relacionado a interacdes do tipo ligacdes de hidrogénio entre a quitosana
e o alginato de sédio " e o desaparecimento da banda em aproximadamente 1601
cm™ referente ao grupo NH, da quitosana, indicando que ocorrem interacdes entre o

grupo amino da quitosana e carboxilato do alginato de sadio.

N - 1610 € 1418 —So—"
] cooy . ¥ (C-0)

% Transmitancia
O
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Figura 16. Espectro de infravermelho: a) quitosana, b) alginato de sédio, c)
microesfera de quitosana/alginato, d) microesfera de quitosana/alginato impregnada

com corante, e) microesfera de quitosana/alginato coacervada e f) corante natural

antocianina.
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O espectro de infravermelho das microesferas de quitosana/alginato
impregnadas com corante antocianina (Figura 16-d) apresenta bandas
caracteristicas de grupos da matriz polimérica e do corante como em 3425 cm™
referente ao estiramento das ligagdes OH; em 2929 cm™ referente aos estiramentos
de ligagdes C—H; em 1743 cm™ referente & carbonila de éster do corante; em 1609
cm™ relacionada ao estiramento do grupo carbonila; em 1424 cm™ deslocada em 6
cm™ em relacdo ao espectro do alginato de sédio e uma pequena banda em 1310
cm™ que ndo existe no espectro do alginato de sédio, mas esta presente no espectro
da quitosana (1322 cm™) e pode estar relacionada aos estiramentos do grupos NH,
da quitosana.

A andlise do espectro de infravermelno das microesferas de
quitosana/alginato coacervadas (Figura 16-e) mostra bandas caracteristicas de
grupos da matriz polimérica e do corante.

As observacdes dos espectros das microesferas de quitosana/alginato com e
sem corante sugerem uma possivel interacdo entre os biopolimeros quitosana e

alginato de sodio e entre a matriz polimérica e o corante.

5.2.3.2. Analise da morfologia das microesferas de
guitosana/alginato com e sem corante utilizando Microscopia
Eletrénica de Varredura (MEV)

A microscopia eletronica de varredura foi utilizada com o objetivo de avaliar a
morfologia e o tamanho de distribuicdo de particula do material formado durante a
microencapsulacdo do corante antocianina em matriz polimérica de
quitosana/alginato.

A Figura 17 apresenta as imagens obtidas a partir da microscopia eletrbnica
de varredura, as quais foram reveladas a partir de populagcbes mistas de
microesferas.

De um modo geral, as microesferas de quitosana/alginato (Figura 17-a),
guitosana/alginato impregnadas (Figura 17-d) e quitosana/alginato coacervadas
(Figura 17-g) apresentaram-se com boa esfericidade. A estrutura externa das
microesferas com e sem corante mostrou-se bastante rugosa e sem fissura ou

porosidade aparente, indicando a formacgéo de um filme continuo na parede.
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A incorporagdo do corante nas microesferas tornou a superficie das
microesferas impregnadas (Figura 17-f) e das microesferas coacervadas (Figura 17-
i) mais rugosa quando comparadas com a superficie das microesferas sem corante
(Figura 17-c).

A andlise das secc¢des transversais das microesferas (Figuras 17-b, 17-e e 17-

h) permite observar a auséncia de poros ou fissuras no interior das microesferas.

g

Figura 17. Microscopia eletrbnica de varredura: a) microesfera de
quitosana/alginato, b) microesfera de quitosana/alginato — corte, c) microesfera de
guitosana/alginato — superficie, d) microesfera de quitosana/alginato impregnada, e)
microesfera de quitosana/alginato impregnada - corte, f) microesfera de
guitosana/alginato impregnada — superficie, g) microesfera de quitosana/alginato
coacervada, h) microesfera de quitosana/alginato coacervada — corte e i)
microesfera de quitosana/alginato coacervada — superficie.

O diametro médio das microesferas ficou em 973 um para as microesferas de

quitosana/alginato, 1026 pum para as microesferas de quitosana/alginato
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impregnadas e 982 um para as microesferas de quitosana/alginato coacervadas.

As analises de microscopia eletrbnica de varredura das microesferas
contendo corante indicam que o corante esta dissolvido por toda a matriz polimérica,
sugerindo uma microencapsulacao eficiente do corante antocianina, tanto através da

impregnacdo como da coacervagao.

5.2.3.3. Analise Termogravimétrica (TGA) de microesferas de

guitosana/alginato

Foram realizadas analises termogravimétricas (Figura 18) para a quitosana, o
alginato de sbédio, a antocianina, as microesferas de quitosana/alginato, as
microesferas de quitosana/alginato impregnadas e as microesferas de
quitosana/alginato coacervadas. A Tabela 5 fornece os estagios de perda de massa
das amostras que foram analisadas.

Os dados de analise termogravimétrica para a quitosana (Figura 18-a) e para
o corante natural antocianina (Figura 18-c) ja foram discutidos no item 5.2.1.3,
portanto neste item serdo analisadas somente as curvas do alginato de sodio, das
microesferas de quitosana/alginato e das microesferas de quitosana/alginato
impregnadas e das microesferas de quitosana/alginato coacervadas.

A partir da Tabela 5 e da Figura 18, é possivel observar que todas as
amostras analisadas apresentaram um estagio inicial de perda de massa entre
aproximadamente 60 e 110 <, referente a perda de u midade presente na amostra,
com reducdo de aproximadamente 5,5 a 18% de massa. Esse estégio inicial esta
relacionado com o fato de os biopolimeros e o corante terem natureza hidrofilica,
retendo em sua estrutura moléculas de agua, que sao liberadas com o aquecimento
das amostras 1'% 1%,

O alginato de sddio (Figura 18-b) apresenta mais dois estagios de perda de
massa além do estagio de desidratacdo, sendo um em torno de 273 T, com
reducdo de aproximadamente 34% de massa, que € 0 estagio principal de
degradacdo do polimero e o outro em torno de 431 €T, com reducdo de
aproximadamente 12% de massa, que representa a reducdo do material
remanescente em residuos de carbono %,

As microesferas de quitosana/alginato (Figura 18-f) apresentam trés estagios
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de perda de massa, além do estagio inicial de desidratacdo, em aproximadamente
238 (relativo ao alginato de sodio), 324 (relativo a quitosana) e 461 C, com reducao

de aproximadamente 17, 16 e 10% de massa, respectivamente.
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Figura 18. Andlise termogravimétrica (TGA): a) quitosana, b) alginato de
sbédio, c) corante natural antocianina, d) microesfera de quitosana/alginato
impregnada, e) microesfera de quitosana/alginato coacervada e f) microesfera de

quitosana/alginato.

As microesferas de quitosana/alginato impregnadas (Figura 18-d)
apresentaram quatro estagios de perda de massa, além do estagio de desidratacao,
em aproximadamente 220, 293, 469 e 553 C, com redu ¢do de aproximadamente
26, 30, 6 e 8% de massa, respectivamente, correspondentes a processos complexos
incluindo, a desidratacdo dos anéis sacaridicos, despolimerizacdo e decomposi¢ao
do alginato de sédio e das unidades acetiladas e desacetiladas da quitosana %71,

As microesferas de quitosana/alginato coacervadas (Figura 18-e)
apresentaram também quatro estagios de perda de massa, além do estagio de
desidratacdo, em aproximadamente 224, 295, 457, 545 €, com reducéo de
aproximadamente 16, 19, 6 e 8% de massa, respectivamente.
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Tabela 5. Estagios de perda de massa obtidos através de analise termogravimétrica
(TGA) da quitosana, do alginato de sédio, do corante antocianina, das microesferas
de quitosana/alginato, das microesferas de quitosana/alginato impregnadas e das

microesferas de quitosana/alginato coacervadas.

10 20 30 40 50
Estagio | Estdgio | Estagio | Estagio | Estagio

Quitosana 53,33C | 330,15
Alginato de sodio 79,04 | 273,22C | 431,34
Microesfera de | 79 8o | 237,87C |323,67C | 461,32C

quitosana/alginato

Corante antocianina 77.71C | 332.70C

Microesferaimpregnada | 75 51 | 219.75¢C | 293.62C | 469,01C | 553,67°C

Microesfera coacervada | g5 3940 | 224.42C | 294,92 | 457,16 | 544,93C

A partir dos resultados obtidos nas analises termogravimeétricas € possivel
concluir que as microesferas de quitosana/alginato impregnadas e coacervadas
apresentaram menor estabilidade térmica em relacdo aos materiais de partida.

5.2.3.4. Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) de

microesferas de quitosana/alginato

Foram realizadas analises de calorimetria diferencial de varredura (Figura 19)
para a quitosana, o alginato de sodio, o corante natural antocianina, as microesferas
de quitosana/alginato, as microesferas de quitosana/alginato impregnadas e as
microesferas de quitosana/alginato coacervadas.

Os dados de calorimetria diferencial de varredura para a quitosana (Figura 19-
a) e para o0 corante natural antocianina (Figura 19-f) j& foram discutidos no item
5.2.1.4, portanto neste item serdo analisadas somente as curvas do alginato de
sédio, das microesferas de quitosana/alginato e das microesferas de

quitosana/alginato impregnadas e coacervadas.
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Figura 19. Calorimetria diferencial de varredura (DSC): a) quitosana, b)
microesfera de quitosana/alginato, c) alginato de soédio, d) microesfera de
quitosana/alginato impregnada, e) microesfera de quitosana/alginato coacervada e f)

corante natural antocianina.

O termograma do alginato de soédio (Figura 19-c) apresenta dois picos
exotérmicos em aproximadamente 250 e 259 T, referentes a degradacdo do
polimero.

A curva de calorimetria diferencial de varredura para as microesferas de
quitosana/alginato  (Figura 19-b) mostra dois picos endotérmicos em
aproximadamente 70 e 193 C, sendo que o primeiro e sta relacionado a eliminacéo
de umidade presente na amostra e o segundo pode estar relacionado a interagdes
eletrostaticas entre o grupo amino da quitosana e o grupo carboxilato do alginato de
sodio Y. Pode-se observar também, a presenca de um pico exotérmico largo,
intermediario aos picos de degradacao da quitosana e do alginato de sédio, por volta
de 278, que pode ser atribuido a degradacao dos p olimeros. A analise dos dados
de calorimetria diferencial de varredura para as microesferas de quitosana/alginato
indica uma possivel formacdo de complexo entre a quitosana e o alginato de sédio,

através de interacbes entre 0os grupos amino da quitosana e carboxilato do alginato
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de sodio.

A curva de calorimetria diferencial de varredura para as microesferas de
quitosana/alginato impregnadas (Figura 19-d) apresenta um pico exotérmico em
aproximadamente 179 € que pode estar relacionado a presenca do corante na
amostra, um pico endotérmico em aproximadamente 183 T que pode estar
relacionado as interagbes entre a quitosana e o alginato de so6dio e um pico
exotérmico em aproximadamente 275 C que pode ser atribuido a degradacéo dos
polimeros. A analise dos dados de calorimetria diferencial de varredura para as
microesferas de quitosana/alginato impregnadas com corante sugere que ocorrem
interacdes entre a matriz polimérica de quitosana/alginato e o corante antocianina.

O termograma para as microesferas de quitosana/alginato coacervadas
(Figura 19-e) apresenta um pico exotérmico em aproximadamente 206 T que pode
estar relacionado a presenca do corante na amostra e um pico exotérmico,
intermediario aos picos de degradacdo da quitosana e do alginato de sédio, em
aproximadamente 285 T que pode ser atribuido a degradacdo dos polimeros. A
analise dos dados de calorimetria diferencial de varredura para as microesferas de
quitosana/alginato coacervadas com corante também indica a possibilidade de
ocorréncia de interacdes entre a matriz polimérica de quitosana/alginato e o corante
antocianina.

Os dados de DSC estdo concordantes com os dados de infravermelho,
indicando que a interacdo entre os biopolimeros na formacdo das microesferas se
d4, possivelmente, através de interaces entre os grupos carboxilato do alginato de
sédio e amino da quitosana e que o corante antocianina esta presente nas amostras

através de interacdo com a matriz polimérica quitosana/alginato.

5.2.3.5. Determinagdo do grau de intumescimento (Gl%) das

microesferas de quitosana/alginato

A Tabela 6 apresenta 0 grau de intumescimento e o tempo necessario para as
microesferas de quitosana/alginato impregnadas e coacervadas com O corante
antocianina atingirem o grau de intumescimento maximo.

A andlise dos dados apresentados permite observar que o intumescimento

das microesferas impregnadas e coacervadas aumenta com o aumento do pH,
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sendo que o intumescimento maximo é alcancado em pH 5,0. O tempo para se
atingir o grau maximo de intumescimento também aumenta com o valor do pH,
sendo mais alto em pH 4,0. As microesferas coacervadas apresentaram um maior
grau de intumescimento em relacdo as microesferas impregnadas e o tempo
necessario para atingir o grau maximo de intumescimento também foi maior para

estas microesferas.

Tabela 6. Grau de intumescimento das microesferas de quitosana/alginato

impregnadas e das microesferas de quitosana/alginato coacervadas.

Grau de intumescimento (G1%)

Microesferas impregnadas | Microesferas coacervadas
pH | Tempo* (minutos) Gl% | Tempo* (minutos) Gl1%
1 5 66,95 25 94,73
2 60 64,76 40 189,39
3 120 168,43 230 1046,52
4 470 496,24 480 2137,47
5 330 1039,81 400 2278,17

* Tempo para obtencdo das microesferas com massa constante

Segundo Mi et al. (2002) % e Xu et al. (2007) "% o intumescimento de
microesferas de quitosana/alginato em baixos valores de pH é devido a protonacao
dos grupos amino primarios da quitosana, com o aumento do pH ocorre um aumento
no intumescimento das microesferas pois 0s grupos carboxilatos do alginato que néo
estdo reticulados com Ca®" ou interagindo com a quitosana, sdo ionizados e

também absorvem agua, o que resulta em um alto grau de intumescimento.

5.2.3.6. Estudos de liberacdo do corante natural antocianina a

partir de microesferas de quitosana/alginato

A curva de liberag&o do corante a partir de microesferas de quitosana/alginato
impregnadas (Figura 20) apresenta um grafico da fracdo de corante liberado (M{/M; X

100) em funcéo do tempo, sendo M; a quantidade de corante liberado no tempo t e
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M a quantidade de corante liberado no tempo final ou infinito.

Observa-se na Figura 20 que a liberacdo do corante comeca imediatamente
apos o contato das microesferas com a solu¢do tampédo e que todo o corante &
liberado a partir da matriz polimérica de quitosana/alginato impregnada em menos
de trés horas para todos os valores de pH.

O tempo necessario para liberagdo de 50% do corante nos valores de pH 1,0,
2,0, 3,0, 4,0 e 5,0 é apresentado na Tabela 7. Observa-se, na Figura 20 e na Tabela

7, que com o aumento do pH a liberacdo torna-se mais rapida.
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Figura 20. Perfil de liberagdo do corante antocianina para as microesferas de

quitosana/alginato impregnadas, a 25, em pH 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 € 5,0.

Em relacdo as microesferas de quitosana/alginato coacervadas as
microesferas de quitosana/alginato impregnadas tiveram uma velocidade de
liberacdo maior. O aspecto geral da curva de liberacdo do corante antocianina a
partir de microesferas de quitosana/alginato coacervadas esta representado na
Figura 21.

Observa-se na Figura 21 que a liberagdo do corante em todos os valores de
pH, comeca imediatamente apds o contato das microesferas com a solucao tampao

e que todo o corante é liberado a partir da matriz polimérica de quitosana/alginato
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coacervada em menos de trés horas, independente do valor do pH.
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Figura 21. Perfil de liberacdo do corante antocianina para as microesferas de

guitosana/alginato coacervadas, a 25C, em pH 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 € 5,0.

O tempo necessario para liberacdo de 50% do corante nos valores de pH 1,0,
2,0, 3,0, 4,0 e 5,0 é apresentado na Tabela 7. Observa-se, na Figura 21 e na Tabela
7, que com o aumento do pH a liberagdo torna-se mais rapida. A quantidade de
corante incorporado nas microesferas de quitosana/alginato coacervadas foi de
96,75 mg g .

A liberacdo do corante antocianina a partir de microesferas de
quitosana/alginato ocorre mais rapidamente em pH 5,0. Isso pode ser atribuido ao
fato de que em valores de pH mais elevados os grupos carboxilatos da cadeia
polimérica do alginato encontram-se mais desprotonados o que facilita a dissolucao
e 0 intumescimento da cadeia, permitindo que o corante difunda mais rapidamente

através da matriz para o meio de liberacéo.
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Tabela 7. Tempo necesséario para liberacdo de 50% do corante a partir de
microesferas de quitosana/alginato impregnadas e coacervadas.

Liberac&o controlada do corante antocianina

Microesferas impregnadas Microesferas coacervadas
pH | Liberac&do de 50% do corante (min) | Liberacdo de 50% do corante (min)
1 25 15
2 25 25
3 20 25
4 15 25
5 10 20

5.2.3.7. Andlise do mecanismo de liberagdo para o corante
antocianina a partir das microesferas de quitosana/alginato

A partir da linearizacdo da Equacéao 3, obtida através do grafico de In My/M; em
funcdo de In t, obtém-se o expoente difusional n. Os dados de liberagdo do corante
antocianina foram avaliados para M/M; < 0,60. A Tabela 8, apresenta o coeficiente
difusional das microesferas de quitosana/alginato impregnadas com corante
antocianina e das microesferas de quitosana/alginato coacervadas para os valores
de pH 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 e 5,0.

As microesferas de quitosana/alginato impregnadas apresentaram
mecanismos de liberacdo que foram dependentes do valor do pH. Para pH 1,0 e 2,0
o0 mecanismo de liberacéo foi do tipo ndo-Fickiano, onde a liberacdo se da através
da superposicéo dos mecanismos de difusédo e intumescimento. Para os valores de
pH 3,0, 4,0 e 50 o mecanismo de liberagdo foi do tipo Fickiano ou “Caso I,
indicando que a liberacdo do corante ocorre pelo mecanismo de difusdo através das
camadas da matriz. Apesar de as microesferas de quitosana/alginato impregnadas
terem apresentado um alto grau de intumescimento (Tabela 6) nos valores de pH
3,0, 4,0 e 5,0, a andlise do mecanismo de liberacdo indica que o intumescimento
nao € um fator determinante para a liberacdo do corante nestes valores de pH e sim

0 processo de difusédo através da matriz polimérica.
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Tabela 8. Coeficiente difusional n para a liberagdo do corante antocianina a partir de
microesferas de  quitosana/alginato  impregnadas e  microesferas de

quitosana/alginato coacervadas.

Microesferas impregnadas | Microesferas coacervadas
pH n r pH n r
1 0,59 0,9986 1 0,62 0,9912
2 0,47 0,9950 2 0,64 0,9940
3 0,43 0,9940 3 1,07 0,9866
4 0,37 0,9838 4 0,74 0,9899
5 0,30 0,9898 5 0,93 0,9879

Para as microesferas de quitosana/alginato coacervadas os mecanismos de
liberacdo também foram dependentes do valor do pH. Para os valores de pH 1,0, 2,0
e 4,0 o valor do coeficiente difusional ficou entre 0,62 e 0,74 e 0 mecanismo de
liberacdo foi do tipo ndo-Fickiano ou anémalo, onde a liberacdo se da através da
superposicao dos mecanismos de difusdo e intumescimento. Para pH 3,0 e 5,0 0
mecanismo de liberacdo foi do tipo Super Caso Il de transporte, ocorrendo a
contribuicdo simultanea de processos como difusédo, intumescimento, relaxacao e

erosao da matriz polimérica.

5.2.4. Microencapsulagdo do corante natural antocianina em matriz
polimérica de quitosana e quitosana/alginato através da técnica

de spray drying

Com a técnica de spray drying foram preparadas microparticulas atomizadas
de quitosana e quitosanal/alginato contendo o corante antocianina. Analises
morfologicas e determinacdo da quantidade de corante encapsulado foram
realizadas para avaliar o efeito da temperatura de secagem no processo de
atomizagao.

ApOs a determinacdo dos parametros de atomizacdo foram realizadas
analises da morfologia das microparticulas, de espectroscopia de infravermelho, de

estabilidade térmica e tempo de dissolugdo do material produzido.
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As microparticulas obtidas por este método apresentaram-se na forma de pos

extremamente finos, coloridos e bastante sollveis em agua.

5.2.4.1. Otimizacdo da temperatura de secagem na atomizacao

das microesferas de quitosana e de quitosana/alginato

Com o objetivo de avaliar o efeito da temperatura de secagem nha atomizagao
das microesferas de quitosana e de quitosana/alginato, as amostras foram
atomizadas nas temperaturas de 120, 140, 160 e 180 <.

A avaliacdo do efeito da temperatura de secagem na morfologia das
microparticulas foi feita por meio de microscopia eletrénica de varredura (MEV),
sendo determinada também a quantidade de corante encapsulado em cada uma das
diferentes temperaturas.

A Figura 22 mostra as imagens obtidas por MEV para as microparticulas de
quitosana e de quitosana/alginato atomizadas nas diferentes temperaturas.

Observa-se a partir da Figura 22 que o processo de encapsulacao do corante
antocianina com a técnica de spray drying foi eficiente, obtendo-se particulas
idealmente esféricas, sem fissuras ou quebras aparentes.

As microesferas de quitosana/alginato foram mais influenciadas, quanto a sua
morfologia, com relacdo as mudancas de temperatura do que as microesferas de
quitosana apresentando-se mais aglutinadas, rugosas e com concavidades.

A Tabela 9 apresenta a quantidade de corante incorporado nas microesferas
de quitosana e de quitosana/alginato em cada uma das temperaturas de
atomizacao.

Observa-se na Tabela 9 que a quantidade de corante incorporado nas
microesferas de quitosana aumenta com o aumento da temperatura, enquanto que
para as microesferas de quitosana/alginato ocorreu uma variacado muito pequena na
quantidade de corante incorporado em fungcédo da temperatura. Para as temperaturas
de 160 e 180 € ndo houve mudangas significativas na quantidade de corante

incorporado nas amostras.
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Figura 22. Microscopia eletronica de varredura: microesferas de quitosana
atomizadas a temperatura de a) 120 C, b) 140 €, ¢ ) 160 € e d) 180 T e

microesferas de quitosana/alginato atomizadas a temperatura de e) 120 <, f) 140
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T, g) 160 T e h) 180 C.

Tabela 9. Quantidade de corante antocianina incorporado nas microesferas de

quitosana e quitosana/alginato preparadas atraves do meétodo de spray drying.

Quantidade de corante antocianina incorporado

(mg / g do polimero)

Temperatura Microesferas de Microesferas de
de atomizacéao quitosana quitosana/alginato
120 C 105,4 125,6
140 € 109,4 125,0
160 € 110,9 123,0
180 € 113,3 1231

Assim, baseado nos resultados de microscopia eletronica de varredura, na
guantidade de corante incorporado nas microesferas e na sensibilidade do corante
frente a temperaturas elevadas, optou-se pela temperatura de 160 T para a
producdo de microparticulas de quitosana e quitosana/alginato contendo o corante
natural antocianina por spray drying.

Ersus e Yurdagel (2007) avaliaram o efeito da temperatura (160, 180 e 200
) na microencapsulacdo de antocianinas extraidas de black carrots com
maltodextrina por meio da técnica de spray drying e chegaram a conclusdo que
temperaturas elevadas causavam a perda de antocianinas durante o processo de
atomizacdo. ApoOs a avaliacdo da quantidade de antocianina incorporada nas
amostras eles verificaram que a temperatura de 160 T era a ideal para a

atomizacéo %,

5.2.4.2. Caracterizagdo das microesferas de quitosana e
guitosana/alginato obtidas através da técnica de spray drying

por Espectroscopia de Infravermelho (1V)

A Figura 23 apresenta 0s espectros de infravermelho dos biopolimeros
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quitosana e alginato de sodio, das microesferas de quitosana e de
quitosana/alginato contendo o corante e do corante antocianina. A analise dos
espectros da quitosana (Figura 23-a), do alginato de sodio (Figura 23-b) e do
corante (Figura 23-e) ja foi feita nos itens 5.2.1.1 e 5.2.3.1, portanto aqui serao

analisados somente os espectros das microesferas atomizadas.

% Transmitancia

| | | | | | |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

NUmero de onda (cm™)

Figura 23. Espectro de infravermelho: a) quitosana, b) alginato de sédio, c)
microesfera de quitosana contendo o corante, d) microesfera de quitosana/alginato

contendo o corante e e) corante natural antocianina.

A Figura 23-c apresenta o espectro de infravermelho das microesferas de
quitosana contendo corante preparadas por spray drying. Observa-se através do
espectro que as bandas referentes aos grupamentos OH em 3426 cm™, C-O em
1158, 1077 e 1032 cm™ e CH em 2931, 2880 e 1385 cm™ n&o sofrem mudancas

significativas quando comparadas ao espectro da quitosana pura. O pico referente



84

ao grupo NH, da quitosana, em torno de 1601 cm™, é substituido por dois outros
picos referentes & NH3", em torno de 1562 e 1645 cm™. Um grande deslocamento
das vibragcGes, comparado com os valores originais dos grupos amino, comprova a
interacdo entre grupos —COO~ presentes no solvente utilizado e o grupo NHs" da
quitosana na amostra M4,

No espectro de infravermelho das microesferas de quitosana/alginato
contendo corante (Figura 23-d) é possivel observar o deslocamento de 1616 cm™
para 1631 cm™ da banda referente ao grupo carboxilato do alginato de sédio, o
desaparecimento da banda em 1601 cm™ referente ao grupo NH, da quitosana e o
aparecimento de uma banda em 1519 cm™ referente ao grupo NH;*. Estas
alteracdes sugerem a formacdo de um complexo entre quitosana e alginato de
sédio, através de ligacao ibnica dos grupos carboxilato do alginato com os grupos
amino protonados da quitosana ™™4. A presenca do corante nas microesferas
pode ser verificada através do aparecimento de uma banda em aproximadamente
1721 cm™ referente & carbonila de éster do corante, a qual é observada no espectro

de infravermelho do corante, Figura 23-e.

5.2.4.3. Anadlise da morfologia das microesferas de quitosana e
guitosana/alginato obtidas por spray drying utilizando

Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A Figura 24 mostra as imagens obtidas através do MEV para microesferas de
quitosana e microesferas de quitosana/alginato contendo o corante antocianina. As
microparticulas de quitosana contendo corante (Figura 24-a) mostraram-se com
formato esférico, com superficie rugosa, sem fissura ou porosidade aparente. Para
uma populacdo mista de microesferas o tamanho de particula ficou na faixa de 1 —
10 um. As microparticulas de quitosana/alginato contendo corante (Figura 24-b)
apresentaram-se esféricas, com muitas concavidades na superficie, sem fissura ou
porosidade aparente e com distribuicdo do tamanho de particulas na faixa de 1 — 10
pm.

A adicdo de alginato na composicdo das microparticulas aumenta a
rugosidade e a concavidade das amostras em comparagdo com as amostras de

quitosana, Figura 24-b. O aumento de rugosidade e mudanca na superficie também
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foi observado nas microesferas de quitosana/alginato preparadas pelos métodos de

impregnacao e coacervacgao (Figura 17).
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Figura 24. Microscopia eletronica de varredura: a) microesferas de quitosana
contendo corante atomizadas e b) microesferas de quitosana/alginato contendo

corante atomizadas.

5.2.4.4. Analise Termogravimétrica (TGA) de microesferas de

guitosana e quitosana/alginato obtidas por spray drying

Foram realizadas analises termogravimétricas (Figura 25) para a quitosana, o

alginato de sddio, a antocianina, as microesferas de quitosana e as microesferas de
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guitosana/alginato contendo corante.

Os dados de andlise termogravimétrica para a quitosana (Figura 25-a),
alginato de sodio (Figura 25-b) e para o corante natural antocianina (Figura 25-c) ja
foram discutidos nos item 5.2.1.3 e 5.2.3.3, portanto neste item serdo analisadas
somente as curvas das microesferas de quitosana e das microesferas de

guitosana/alginato contendo corante.
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Figura 25. Andlise termogravimétrica (TGA): a) quitosana, b) alginato de
sédio, c) corante natural antocianina, d) microesfera de quitosana e e) microesfera

de quitosana/alginato.

A Tabela 10 fornece os estagios de perda de massa das amostras analisadas.
Através da Tabela 10 e da Figura 25 é possivel observar que todas as amostras
analisadas apresentaram um estagio inicial de perda de massa entre
aproximadamente 50 e 80 T, referente a perda de umidade presente na amostra,
com perdas de massa em torno de 5,5 a 17%.

As microesferas de quitosana contendo corante (Figura 25-d) apresentam
além do estagio inicial de desidratacdo mais dois estagios de perda de massa,

sendo que o segundo estagio ocorre em aproximadamente 176 T, com perda de
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aproximadamente 12% de massa, que pode ser atribuido a perda de moléculas de

a ™ e o terceiro estagio ocorre

agua quimicamente ligadas a estrutura da microesfer
em aproximadamente 296 €T, com perda de massa de aproximadamente 50%,
referente a degradacao térmica da quitosana, ocorrendo em temperatura mais baixa

gue a do polimero puro, indicando uma menor estabilidade térmica desta amostra.

Tabela 10. Estagios de perda de massa obtidos através de analise
termogravimétrica (TGA) da quitosana, do alginato de sédio, do corante antocianina,
das microesferas de quitosana e das microesferas de quitosana/alginato contendo
corante preparadas através da técnica de spray drying.

AMOSTRAS 1° 2° 3°

Estagio Estagio Estagio

Quitosana 53,33C |330,15C

Alginato de sddio 79,04C |273,22C |431,34C

Corante natural antocianina 77,71C | 332,70C

Microesfera de quitosana contendo corante 72,12C |176,10C |295,78C

Microesfera de quitosana/alginato contendo | 65,17C |247,88C

corante

As microesferas de quitosana/alginato contendo corante (Figura 25-e)
apresentaram um Unico estagio de perda de massa, além do estagio inicial de
desidratacdo, em aproximadamente 248 C, com perda de aproximadamente 61%
de massa. Esse estagio pode estar relacionado a degradacao térmica do complexo
formado entre alginato de sddio e quitosana [,

A partir dos resultados obtidos nas andlises termogravimétricas € possivel
concluir que as microesferas de quitosana e de quitosana/alginato atomizadas
apresentaram menor estabilidade térmica em relacdo aos materiais de partida.
Também € possivel sugerir que ocorre interacdo entre os biopolimeros e o corante

natural antocianina, devido ao aparecimento de novos estagios de decomposicao.
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5.2.4.5. Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) de
microesferas de quitosana e quitosana/alginato obtidas por

spray drying

A Figura 26 apresenta as analises de calorimetria diferencial de varredura
para a quitosana, o alginato de sodio, o corante natural antocianina, as microesferas

de quitosana e as microesferas de quitosana/alginato contendo corante atomizadas.
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Figura 26. Calorimetria diferencial de varredura (DSC): a) quitosana, b)
alginato de sddio, c¢) microesfera de quitosana, d) microesfera de quitosana/alginato

e e) corante natural antocianina.

Os dados de dados de calorimetria diferencial de varredura para a quitosana
(Figura 26-a), alginato de sodio (Figura 26-b) e para o corante natural antocianina
(Figura 26-e) ja foram discutidos nos item 5.2.1.4 e 5.2.3.4, portanto neste item
serdo analisadas somente as curvas das microesferas de quitosana e de
quitosana/alginato contendo corante.

E possivel observar, para as microesferas de quitosana atomizadas (Figura

26-C) um Uunico pico exotérmico em aproximadamente 292 T, referente a
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degradagédo da quitosana. A mudanca da temperatura de transicdo da quitosana
para valores mais baixos sugere que estdo ocorrendo interacdes fisicas entre o
polimero e o corante antocianina.

Para as microesferas de quitosana/alginato atomizadas contendo corante
(Figura 26-d) é observado apenas um pico endotérmico em torno de 214 <, que
pode ser atribuido a fusdo do material formado entre a matriz polimérica de
quitosana/alginato e o corante antocianina. Ndo sdo observados no termograma
picos referentes aos biopolimeros e sim novos picos de transi¢cao, o que pode indicar
que estdo ocorrendo interagdes entre 0s grupos amino protonados (NHs") da
quitosana e os grupos carboxilato (-COO) do alginato de sédio ['** ', A analise dos
dados de calorimetria diferencial de varredura para as microesferas de
quitosana/alginato atomizadas indica a formac&do de um complexo entre a quitosana
e o0 alginato de sodio e também indica uma interacéo fisica entre a matriz polimérica
e 0 corante antocianina.

Os dados de DSC para as microesferas de quitosana/alginato contendo
corante estdo de acordo com os dados de infravermelho, indicando que a interacéo
entre os biopolimeros na formacdo das microesferas se da, possivelmente, por meio
de ligacdes ibnicas entre os grupos carboxilato do alginato de s6dio e amino da
quitosana e que 0 corante antocianina esta presente nas amostras devido a

interacao fisica com a matriz polimérica.

5.2.4.6. Estudos de dissolucdo das microesferas de quitosana e

guitosana/alginato obtidas através da técnica de spray drying

A guantidade de corante incorporado nas microparticulas de quitosana foi de
75,69 mg g e nas microparticulas de quitosana/alginato foi de 104,62 mg g*.

As microparticulas de quitosana e de quitosana/alginato contendo o corante
antocianina obtidas por spray drying mostraram-se extremamente solUveis em
solugdes tampéo pH 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 e 5,0 e em 4gua.

As microesferas de quitosana se dissolveram e liberaram todo seu contetdo
em menos de 10 minutos, independente do valor do pH da solucdo. As microesferas
de quitosana/alginato se dissolveram e liberaram todo seu conteddo em

aproximadamente 10 minutos para os valores de pH 1,0, 2,0, 3,0 e 4,0 e, em
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aproximadamente, 15 minutos em solugcdo tampéo de pH 5,0. O tempo para a
dissolugéo total das amostras e consequentemente de liberagdo do corante foi
considerado bom, pois segundo Meyer (1995) “os encapsulados apresentam um
bom desempenho quando liberam cerca de 60 a 70% do recheio dentro de 15

minutos, sob agitagéo” .
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6. CONSIDERACOES FINAIS

ApoOs os estudos de microencapsulacdo e liberacdo controlada do corante
antocianina utilizando microesferas de quitosana e quitosana/alginato pode-se

considerar que:

v/ através dos métodos de impregnacao, coacervacéao e spray drying, foram obtidas
microesferas de quitosana e quitosana/alginato, sendo que as mesmas

apresentaram-se sem porosidade ou fissura aparente;

v/ 0s estudos de calorimetria diferencial de varredura e infravermelho para as
microesferas de quitosana contendo corante, preparadas com as técnicas de
impregnacao e spray drying, indicam que ocorre interacéo fisica entre a matriz

polimérica e o corante;

v 0s estudos de calorimetria diferencial de varredura e infravermelho para as
microesferas de quitosana/alginato contendo corante, preparadas por meio das
técnicas de impregnacdo, coacervagdo e spray drying, indicam que ocorre
interacdo idnica ou eletrostatica entre os biopolimeros quitosana e alginato de
sédio e que ocorre interacdo fisica entre a matriz polimérica e o corante

antocianina;

v as analises termogravimétricas para as microesferas de quitosana e
guitosana/alginato indicam que ocorre uma diminuicdo na estabilidade térmica

das amostras, independentemente do método de preparacao;

v/ pelo estudo de adsorcao, observa-se que o melhor pH para adsor¢céo do corante
antocianina por microesferas de quitosana/alginato é o pH 2,0, sendo que o
equilibrio de adsor¢éo é alcangado em torno de seis horas;

v 0s estudos de adsor¢cdo do corante antocianina pelas microesferas de

guitosana/alginato indicam um comportamento tipico da isoterma de Langmuir;

v a liberacdo do corante é mais rdpida em pH 1,0 para as microesferas de
guitosana e em pH 5,0 para as microesferas de quitosana/alginato;

v/ 0 mecanismo de liberagdo do corante a partir de microesferas de quitosana foi

do tipo nao-Fickiano ou andmalo, indicando que a liberacdo ocorre com a
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superposi¢cao dos mecanismos de difusédo e intumescimento;

o mecanismo de liberacdo do corante a partir de microesferas de
guitosana/alginato foi dependente do pH, sendo que para as microesferas
impregnadas o mecanismo determinado foi do tipo ndo-Fickiano ou andmalo em
pH 1,0 e 2,0, e do tipo Fickiano ou “Caso I” em pH 3,0, 4,0 e 5,0, indicando que a
liberacdo do corante ocorre pelo mecanismo de difusdo através das camadas da
matriz, e para as microesferas coacervadas o mecanismo foi do tipo n&o-
Fickiano ou anémalo em pH 1,0, 2,0 e 4,0 e do tipo Super Caso |l de transporte
em pH 3,0 e 5,0, ocorrendo a contribuicdo simultanea de processos como

difusdo, intumescimento, relaxacao e erosdo da matriz polimérica;

no método de microencapsulacéo por spray drying, foram obtidas particulas com
tamanho na faixa de 1 — 10 um, sem poros e fissuras e na forma de pés
coloridos e bastante soluveis em agua, sendo observado o tempo de dissolucéo

total em torno de dez (10) minutos.

0 tempo para a dissolucédo total das amostras e consequentemente de liberacao
do corante foi considerado bom, pois segundo Meyer (1995) “os encapsulados
apresentam um bom desempenho quando liberam cerca de 60 a 70% do recheio

dentro de 15 minutos, sob agitagéo” %],
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