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RESUMO

O processo de microencapsulagdo baseado no método de coacervagdo complexa continua a ser
amplamente estudado, uma vez que pode ser utilizado na produ¢do de micro e nanocapsula de
interesse para uma vasta gama de aplicagdes desde industrias farmacéuticas, de alimentos e até
na agricultura. No entanto, varios aspectos do fendmeno de coacervagdo afetam o procedimento
de encapsulamento e formag¢dao do nucleo. A melhor compreensdo de como a estrutura do
polimero afeta a formagdo de coacervados complexos deve ser constantemente melhorada e
aperfeicoada para produzir capsulas com propriedades aceitaveis. Neste sentido o presente
trabalho visa avaliar a obtengdo de micro/nanocépsulas a partir de derivados celulésicos como
a Carboximetilcelulose (CMC) de diferentes massas molares (dois fornecedores distintos) e a
Hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) como matrizes, a Tylose (Hidroxietilcelulose-HEC),
como emulsificante e o 6leo de macatba como material de nucleo pelo método de coacervagao
complexa. As matrizes foram caracterizadas quanto a presenga dos grupos funcionais (FTIR),
comportamento térmico (TGA) e determinacdo da massa molar viscosimétrica. Foram
preparadas varias formulagdes com esses materiais em diferentes propor¢des. As massas
molares viscosimétricas obtidas foram de 2,3156 x 105 g mol™ e 4,1157 x 10° g mol! para a
CMC AMTEX e EMFAL, e de 3,2078 x 10° g mol"! para a HPMC, respectivamente. Os
melhores resultados foram observados para a formulagao I, preparada com 72% de HPMC, 10%
de CMC AMTEX e 18% de 6leo de macatiba, em que as microcapsulas apresentaram
dimensdes de aproximadamente 197,1 nm, observado por microscopia eletronica de varredura
e capacidade de encapsulacdo de 6leo de 72,0%. Os resultados mostraram que ha uma boa
associacao entre CMC AMTEX de menor massa molar e a HPMC, e, a escolha da Tylose como
emulsificante ndo teve tanta influéncia na formagao e encapsulagdao do 6leo de macaiba nas

nanocapsulas.

Palavras — chave: carboximetilcelulose; hidroxipropilmetilcelulose; 6leo de macautba;

coacervacdo complexa; microencapsulagdo.



ABSTRACT

The microencapsulation process based on the complex coacervation method continues to be
widely studied, it’s can be used in the production of micro and nanocapsules of interest for a
wide range of applications likes pharmaceutical, food until agricultural industries. However,
several aspects of the coacervation phenomenon affect the procedure of encapsulation and
nucleos formation. A better understanding of how polymer structure affects the complex
coacervates formation must be constantly improved and refined to produce capsules with
adequate properties. In this sense, the aims of present work is to evaluate the obtainment of
micro/nanocapsules from cellulosic derivatives such as Carboxymethylcellulose (CMC) from
different molar mass (two distinct suppliers) and Hydroxypropylmethylcellulose (HPMC) as
matrices, Tylose (Hydroxyethylcellulose-HEC) as an emulsifier and macauba oil as material
core by the complex coacervation method. The matrices were characterized by the presence of
functional groups (FTIR), thermal behavior (TGA) and viscosimetric molar mass
determination. It were prepared many formulations in the different concentrations with theses
materials. The viscosimetric molar masses obtained were 2.3156 x 10° g.mol" and 4.1157 x
10° g.mol! for CMC AMTEX and EMFAL, and 3.2078 x 10° g.mol! for HPMC, respectively.
The best results were observed for formulation I, prepared with 72% HPMC, 10% CMC
AMTEX and 18% macatba oil, in which the microcapsules had dimensions around 197.1 nm,
observed by electron microscopy and with 72.0% of oil encapsulation capacity. The results
showed that the CMC-AMTEX/HPMC par had a good interaction due to the lower molar mass
of CMC-AMTEX then CMC-EMFAL. On the other hand, the emulsifier choosed (Tylose)

didn’t influence on the formation and encapsulation of macauba oil in the nanocapsules.

Keywords: carboxymethylcellulose, hydroxypropylmethylcellulose, macauba oil, complex

coacervation, microencapsulation.
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1 INTRODUCAO

A celulose ¢ um dos polimeros mais abundantes da natureza, sendo principal
constituinte da parede celular da maioria das plantas. Devido a presenca de varios grupos
funcionais em sua estrutura quimica, lhe confere propriedades que sdo interessantes, € por iSso
é bastante utilizada, principalmente, na industria de papel. (MORGADO, 2009). E um polimero
versatil e um interessante material funcionalizavel resultando em diversos derivados,
principalmente os éteres, os quais sdo utilizados nas industrias alimenticia, farmacéutica,
tecnoldgica (nanotecnologia), devido as suas caracteristicas, como solubilidade em meio
aquoso, baixa cristalinidade, estabilidade quimica e fotoquimica, capacidade de ligacao de
hidrogénio, elevadas temperaturas de transi¢do vitrea em relagcdo aos outros polimeros naturais
e baixa toxicidade. (MORGADO, 2009; ZUGENMAIER, 2008). Para a melhoria de suas
propriedades visando aumentar sua faixa de aplicagdo, a celulose e seus derivados tornaram-se
materiais de importante estudo em ciéncia dos polimeros, com um elevado nimero de pesquisas
de interesse cientifico e tecnoldgico destes materiais (ARCA et al., 2018; FARIA, 2014).

Os éteres de celulose podem ser obtidos por meio da reagdo de eterificagdo, onde os
grupos hidroxila da celulose sdao substituidos por outros grupos, como metil, carboximetil,
hidroxipropil, hidroxietil, entre outros. Esses grupos conferem aos éteres de celulose uma maior
solubilidade em dgua, quando comparado com a celulose, por conta da redu¢do no niimero de
ligacdes de hidrogénio intra e intermoleculares, que facilitam o processo de hidratagao
(GAIOTTO, 2016). A reagao de eterificagdo ocorre geralmente em meio alcalino, onde, as
regioes cristalinas da celulose sdo menos acessiveis para os reagentes do que as regides amorfas,
e o agente alcalinizante mais comum neste tipo de reacao ¢ o hidroxido de s6dio (MACHADO,
2000). Na Figura 1 ¢ apresentado o esquema da reacao da eterificacdo da celulose, passando

pela etapa de alcalinizagdo para a formacao da carboximetilcelulose.
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Figura 1 — Representacdo da reagdo de eterificacdo da celulose para a formagdo da

carboximetilcelulose
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Fonte: Adaptado de Machado (2000).

Esses biopolimeros obtidos por meio da eterificagdo da celulose podem ser utilizados
para o encapsulamento de diversas substancias, e os sistemas formados proporcionam amplas
aplicacdes, como por exemplo, na entrega de fdrmacos na area farmacéutica, sistema de
protecdo ao material a ser encapsulado ou material para sensor (RANI; GOEL, 2021). A
tecnologia de encapsulamento esta sujeita a avangos rapidos em termos de novas aplicacdes,
assim como em seus métodos de obtencao, principalmente na formagdo de microcépsulas ou
nanocapsulas. A microencapsulacao utilizando éteres de celulose como matrizes se da devido
as caracteristicas destes derivados da celulose como agente encapsulante, assim como as
propriedades dos materiais que serdo utilizados como material do nucleo. O objetivo da
microencapsulagdo ¢ proteger o material do ntcleo de fatores ambientais, como luz, umidade,
temperatura e oxigénio, para estender a vida util e melhorar as propriedades de liberacao de
compostos (RANI; GOEL, 2021).

Muitas técnicas podem ser empregadas para a microencapsulacdo, a selecdo do método
¢ dependente da aplicagdo da microcdpsula, o tamanho desejado, as propriedades fisico-
quimicas e o mecanismo de liberagdo. Estes métodos podem ser mecanicos: spray drying, spray
chilling e spray cooling; quimicos: polimerizag¢do interfacial, inclusdo molecular; ou fisico-
quimicos: lipossomas, evaporagdo de solvente, coacervagdo simples, coacervacdo complexa

(FAVARO-TRINDADE et al., 2008; RANI; GOEL, 2021).
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O termo coacervacdo ¢ utilizado na quimica coloidal para tratar o processo em que
ocorre a separacao de fases induzida pela modificagio do meio, como pH, temperatura,
solubilidade, entre outros (TIMILSENA et al., 2018). Neste processo, a fase rica em coloide ¢
chamada de coacervado, enquanto a outra fase, com poucas quantidades de coloides, ¢
conhecida como fase de equilibrio. Existem dois tipos de processos de coacervagdo: a simples
e a complexa. Na coacervagdo simples ¢ utilizado um tnico polimero e os coacervados se
formam devido a um mecanismo de desidratacao ou déficit hidrico, que pode ser causado pela
adicao de um sal ou liquido de dessolvatacao. Por outro lado, na coacervagao complexa sao
utilizados dois polimeros ou mais, de carga opostas, geralmente proteinas e polissacarideos, e
a interacdo eletroestatica entre essas duas macromoléculas carregadas leva a formacao de
coacervado e a separacao de fases (BACHTSI; KIPARISSIDES, 1996; MADAN, 1978;
NAIRM, 1995; NEWTON, 1991; SCHMITT; TURGEON, 2011; TIMILSENA et al., 2018;
XIAO, 2014).

Neste contexto, este trabalho visa estudar e compreender o método de coacervagao
complexa para a producdo de micro/nanoesferas com base nas matrizes de
carboximeltilcelulose (CMC) e hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), e a avaliagdo da técnica

através da incorporacao do 6leo de macauba.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os materiais presentes neste trabalho referem-se a uma avaliagdo da microencapsulacao
e sua importincia utilizando a técnica de coacervacdo complexa aliado aos derivados

celulosicos.

2.1 Microencapsulacio

Técnicas de microencapsulacdo sao utilizadas pelas industrias de alimentos,
farmacéuticas, cosméticas, téxteis, informatica, agricultura e outros setores. Esta tecnologia
envolve o processo em que pequenas particulas, que podem ser solidas, liquidas ou gasosas,
sao encapsuladas por uma parede composta de uma matriz polimérica ou de mais de dois
polimeros, podendo ser esta heterogénea ou homogénea, formando uma microcépsula
(MUHOZA et al., 2020). O componente de particula, material a ser encapsulado, ¢ chamado de
material do nticleo, agente ativo, e os polimeros sdo chamados de agente encapsulante, material
de parede, concha, revestimento, entre outros (PEANPARKDEE et al., 2016). O objetivo da
microencapsulagdo ¢ proteger o material do nucleo de fatores ambientais como luz, temperatura
e umidade, estender sua vida util e melhorar as propriedades de liberacdo do composto
(SHAHIDI; HAN, 1993). A maioria dos produtos microencapsulados tem entre 1 ¢ 1000 um
de diametro e pode encapsular muitos materiais essenciais, como células vivas, adesivos,
sabores, fragrancias, agroquimicos, enzimas e produtos farmacéuticos (SUGANYA;
ANURADHA, 2017).

Virias técnicas podem ser utilizadas para a microencapsulagdo, sendo que a sele¢ao do
método ird depender da aplicacdo que sera dada a microcdpsula, o tamanho desejado, o
mecanismo de liberacao e as propriedades fisico-quimicas do material do nticleo e material de
parede (JACKSON; LEE, 1991). Alguns dos métodos utilizados para encapsulagdo estdo

apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Métodos utilizados para encapsulacdo e tamanhos das capsulas

Me¢étodos de encapsulagao Materiais encapsulaveis Faixa de tamanho (um)

Métodos Fisicos

“Spray drying” Liquido/Sélido 5-150
Spray chiling e spray cooling Liquido/Sélido 20-200
Extrusdo centrifuga Liquido/Sélido/Gas 125-3000
Leito Fluidizado Soélido >100
Liofilizagao Liquido -
M¢étodos Quimicos
Polimerizagao interfacial Liquido/Sélido 1-500
Inclusao molecular Liquido 5-50
Polimerizagao in situ Liquido/Sélido 1-500

M¢étodos fisico-quimicos

Coacervagao simples Liquido/Sélido 20-500
Coacervagao complexa Liquido/Sélido 1-500
Lipossomas Liquido/Sélido 0,02-3
Evaporagao do solvente Liquido/Sélido 1-5000

Fonte: Adaptado de Southwest Research Institute (1991); Shahidi e Han (1993); Desai e Park (2005); Madene et
al. (2006), apud Favaro-Trindade et al. (2008).

A realizagdo da microencapsulagao envolve uma compreensao basica das propriedades
gerais que se deseja obter da microcapsula. O material do nticleo, substancia a ser revestida,
pode ser liquido, solido ou gasoso, € sua composi¢ao pode ser variada, por exemplo, no nticleo
liquido pode-se incluir materiais dissolvidos, no nucleo solido pode ser uma mistura de
constituintes ativos, diluentes, estabilizadores, retardadores ou aceleradores da taxa de liberagao
(RANI; GOEL, 2021). A selecdo do agente encapsulante depende de fatores como a nao
reatividade com o material do nicleo, o0 mecanismo de liberacdo ideal e o procedimento que
sera utilizado para a producdo da microcapsula (FAVARRO-TRINDADE et al., 2008). Os

principais agentes encapsulantes sao apresentados no Quadro 1.
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Quadro 1 - Agentes encapsulantes hidrossoluveis e insoliveis em dgua

Agentes encapsulantes hidrossoluveis Agentes encapsulantes insoluveis em agua
Alginato Acidos graxos
Caseinato Alcoois graxos
Celulose modificada Etilcelulose
Gelatina Ftalato de polivil-acetato
Goma arébica Mono, di e tricilglicerois
Goma xantana Parafina, ceras naturais
Polietileno Glicol Polietileno
Quitosana Zeina

Fonte: Adaptado de Southwest Research Institute (1991); Shahidi e Han (1993); Desai e Park (2005); Madene et
al. (2006), apud Favaro-Trindade et al. (2008).

Geralmente a microencapsulacdo ¢ utilizada com os propdsitos de transformar um
liquido em solido, facilitando a sua manipulagdo, transporte e adicdo em formulagdes, separar
0s materiais reativos, liberar controladamente o material do nicleo, mascarar sabor e odor de
determinadas substancias (FAVARO-TRINDADE et al., 2008).

O método de coacervacao complexa se mostra interessante para este trabalho pois trata-
se de uma técnica versatil e de baixo custo, onde se tem um maior controle no tamanho das
particulas em relagdo a técnicas como o spray drying, liofilizagdo, entre outras. Além disso, a
técnica apresenta uma elevada eficiéncia de encapsulacdo (aproximadamente 99%, segundo
Silva et al., 2015) e a facilidade da liberagdo controlada do conteudo das microcépsulas por

esfor¢co mecanico, temperatura ou mudangas do pH.

2.2 Coacervacao

O termo coacervagdo é derivado do latim “co” e “acervus” que significam unido e
agregacao de particulas, e foi investigado pela primeira vez por Bungenberg de Jong e Kruyt,
no ano de 1929, que o classificou em dois sistemas: coacerva¢do simples e coacervacao
complexa, descrevendo o fendmeno de separacdo de fases que ocorre quando solugdes aquosas
de polieletrolitos sao misturadas (WEINBRECK et al., 2014). No processo de encapsulamento
por método de coacervacao, o polimero coacervado, agente encapsulante, ¢ depositado em torno

do material do nucleo levando ao estabelecimento do niicleo encapsulado (TIMILSENA et al.,
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2018). As microcapsulas encapsuladas por coacervagdo aumentam a capacidade controlada
com base no estresse mecanico, temperatura ou liberacao sustentada (ALOYS, 2016).

A microencapsulacdo por coacervagdo geralmente segue as seguintes etapas: a)
dispersdao do material do nucleo (agente ativo) a ser encapsulado na solugdo contendo agente
encapsulante (solucdo polimérica); b) indu¢do da coacervagdo por algum método (fisico,
quimico ou fisico-quimico) para a formacao das goticulas de coacervado; c) a formagdo da
camada polimérica por coalescéncia das goticulas de coacervado; d) a difusdo de solvente,
adicao de agente reticulante, mudanga de temperatura, que ird resultar no endurecimento da
camada polimérica (SUAVE et al., 2006). A Figura 2 apresenta uma representacao esquematica

das etapas do processo de microencapsulacdo por coacervacao.

Figura 2 - Etapas do processo de microencapsulacao pela técnica de coacervacao

(a) (b} (c) (d) (e)

Agente ativo Guoticulas de coacervado Camada polimérica Camada polimérica endurecida

Fonte: Suave ef al. (2006).

2.2.1 Coacervagdo simples

O processo de coacervacao simples ocorre utilizando-se um unico polimero e os
coacervados sao formados devido a um mecanismo de desidratacao ou déficit hidrico causado
pela adi¢do de um sal ou liquido de dissolugcao. Um exemplo deste processo ¢ a separacao de
fases da gelatina que ocorre quando sulfato de sédio ou etanol ¢ adicionado a sua solucao
(TIMILSENA et al., 2018).

Shimokawa et al. (2013), apresentaram um estudo de microcapsulas de fase ternaria
utilizando os sistemas de gelatina-dgua-metanol, gelatina-agua-etanol e gelatina-agua-
propanol, preparados para a avaliacdo da coacervagao ideal. A hidrofobicidade do solvente
adicionado (metanol, etanol, 1-propanol e 2-propanol) provocava expansdo na regido de
coacervagdo ideal. A liberagdo controlada do farmaco foi diferente nas microcépsulas que
foram preparadas com base na regido de coacervacdo ideal, para todos os solventes, mesmo

quando a concentracdo de gelatina, agente encapsulante, era a mesma. Em comparacdo com as
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microcéapsulas preparadas usando o sistema gelatina-agua-etanol, aquelas preparadas com o uso
do sistema gelatina-agua-propanol apresentaram diminui¢cdo de 34% na taxa de liberagdo do
medicamento 24 horas apds o inicio do teste de liberacdo do mesmo. Esses resultados mostram
que as microcapsulas preparadas com gelatina, 4gua e alcool podem controlar a liberagdo e ao
mesmo tempo ser um sistema de entrega de Util do fArmaco.

No estudo de Chen et al. (2020), foi investigada a influéncia da concentracdo de sal e
da proteina, do pH e da temperatura na coacervagdo reversivel espontanea em solu¢des do
isolado de proteina de soja (SPI). A formacao de microdominios enriquecidos com a proteina
foi mais significativa com NaCl 0,1 M e predominante abaixo de 40 °C, favorecido pela redugdo
da temperatura. Com a diminui¢ao do pH, os coacervados formaram flocos irregulares. As taxas
de coacervagdo foram diminuidas com o aumento da concentracdo da proteina, porém houve
formacdo de coacervados maiores. Os efeitos do pH e da concentracdo de sal sobre a
composi¢ao proteica e a morfologia dos microgéis foram analisados. Os microgéis incharam e
exibiram uma estrutura de nicleo-casca quando a repulsdo eletrostatica entre as proteinas foi
aumentada, removendo o sal ou ajustando o pH para longe do ponto isoelétrico. A redugdo da
repulsdo eletrostatica induziu o desaparecimento da estrutura nucleo-casca e o inchaco dos
microgéis. Quando ajustada a interagao eletrostatica, os microgéis SPI poderiam se ligar ou
liberar lisozima carregada positivamente. Os autores concluiram com esses resultados que os
microgéis SPI sdo portadores de compostos bioativos promissores.

Ocak e Gulumser (2011), preparam microcapsulas de gelatina (G) reticulada de
glutaraeldeido (GA) com o6leo da arvore do cha, Melaleuca alternifolia, (TTO) por meio da
técnica de coacervacao simples. Eles acompanharam os efeitos das varias concentragoes de G,
TTO e GA, que foram utilizadas durante o processo de microencapsulagdo, na carga de oleo
nas microcapsulas, teor de 6leo, taxa de liberacao do 6leo e eficiéncia da encapsulagdo. Os
tamanhos e morfologia das microcapsulas foram caracterizadas por microscopia otica e
eletronica de varredura. Os estudos de FTIR demonstraram que ndo havia evidéncia na

interagao entre G e o TTO.

2.2.2 Coacervag¢do complexa

A coacervacao complexa envolve o sistema no qual dois polimeros dissolvidos em um
unico solvente se separam formando duas ou mais fases, cada fase contendo ambos os
polimeros. Os polimeros apresentam carga liquida oposta e equivaléncia eletrostatica na fase

concentrada. Os componentes do polimero em solugdo estdo em um verdadeiro equilibrio, cada
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um dos polimeros ¢ completamente miscivel no solvente, mas a mistura ¢ levada a coacervar
pelas interagdes eletrostaticas do soluto (VEIS, 2011).

Para determinar as concentragdes de equilibrio apos a separagdo de fases, usando um
modelo de rede bidimensional, ¢ possivel utilizar a equagdo basica de Flory e Huggins para
estimar a reducdo do potencial quimico do solvente na presenca do soluto (ROBINSON, 1989),
equagao 1.

AGm =i — 1" =RT [In (1=92) + (1 = 1 /r2)@2 + X 12¢2”] Equagéo (1)

onde:

AGm: mudanga na energia livre da mistura;

ui: potencial quimico do solvente;

1°: potencial quimico da solugio;

R: constante dos gases;

T: temperatura em graus absolutos

¢2: volume da fragdo do soluto

x: Parametro de intera¢do Flory-Huggins

Os coacervados complexos frequentemente sdo considerados como um subconjunto de
uma classe de materiais conhecidos como complexos de polieletrolitos, existe uma quantidade
significativa de ambiguidade no campo quanto a diferenca entre esses dois materiais, 0s
primeiros artigos teoricos as vezes tratam os dois sistemas como intercambidveis (SING, 2016).

Para polimeros, os coacervados complexos sdo fases estaveis, aquosas e semelhantes a
liquido de polieletrélitos com carga oposta, onde nao existe a exclusividade um para um entre
as cadeias, cada cadeia pode interagir com multiplas outras cadeias de polieletrdlitos que podem
ser substituidas dinamicamente por outras cadeias em escalas de tempo observaveis. Os
complexos polieletrolitos, normalmente se referem a sistemas que ndo atendem todos os
critérios para serem considerados coacervado, estes complexos polieletrélitos as vezes sao
considerados uma fase de polieletrolito em que as atragdes de carga conduzem o sistema a ser
cineticamente interrompido (SING, 2016).

A coacervagao complexa depende da concentracdo do polimero e do pH, este processo
envolve a reagdo entre dois polimeros de carga oposta e ¢ chamado de método de interacao
polimero-polimero (PEANPARKDEE et al., 2016). Geralmente, polissacarideos carregados
negativamente, como a pectina, o alginato e a carboximetilcelulose, interagem com proteinas
carregadas positivamente, como a gelatina e o isolado de proteina de soja, por meio de
interagdes eletrostaticas (SARAVANAN; RAO, 2010). Estas interacdes sdo o principal fator

de condugdo para a coacervacdo complexa, no entanto, as forcas de van der Waals, a interagado
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hidrofobica em proteinas dipolares e mudangas de conformacgdo de &cido nucleico devido as
ligagdes de hidrogénio intermoleculares também desempenham papéis importantes na
iniciagdo, continuacdo e término do processo de coacervagdo (TIMILSENA et al., 2018).

O controle do tamanho dos coacervados ¢ dependente da velocidade de agitagdo na etapa
de preparacdo das emulsdes. Além disso, as cargas devem ser suficientemente grandes para
induzir a interagdo, mas ndo grande o suficiente para causar precipitacdo. Polimeros altamente
carregados possuem conformagao molecular estendida resultando em coacervagao desfavoravel
(BURGESS, 1994; LEMETTER et al., 2009; TIMILSENA et al., 2018; TSUNG; BURGESS,
1997).

O grau de ionizacao dos grupos funcionais de proteinas (grupo amino) e polissacarideos
(grupo carboxila) ¢ dependente do pH do meio. Portanto, o ajuste do pH ¢ essencial para iniciar
a formagdo dos complexos coacervados entre maioria dos pares proteina-polissacarideo. A
faixa de pH ideal para o mais alto grau de coacervacao complexa ¢ diferente para cada sistema
de biopolimeros. A quantidade de um sal presente no meio afeta a forca i0nica da solugdo, que
por sua vez, influencia processo de coacervacao. De Kruif et al. (2004), relatou que mesmo
uma pequena quantidade de sal enfraquece a ligagdo eletrostatica entre os polimeros. A
dissociagdo completa de complexos formados também ocorre quando a concentragdo de sal ¢
aumentada (DE KRUIF et al., 2004; RU et al., 2012; SIOW; ONG, 2013; TIMILSENA et al.,
2018; WEINBRECK, 2003).

Os coacervados podem ser produzidos utilizando diferentes polimeros para a
microencapsulagdo de bioativos devido as suas propriedades mecanicas e térmicas aprimoradas.
Essas propriedades, mecénicas e térmicas, dependem da concentracdo do biopolimero, da
estrutura de cada biopolimero e da estrutura da rede do biopolimero obtida ap6s o processo de
coacervacdao (MUHOZA et al., 2020).

O processo de coacervagcdo complexa geralmente ¢ composto por trés estagios: a)
formacao de uma solugdo coloidal contendo agente encapsulante e material de nucleo, onde o
material do nucleo ¢ disperso nessa solucdo; b) acréscimo do material polimérico, carregado
com carga oposta ao da solugdo coloidal, para a forma¢ao da cobertura; c) endurecimento da
cobertura, formagdo das capsulas (ARAUJO, 2011). A Figura 3 apresenta modelo esquematico

de microencapsulacao por coacervagdo complexa.
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Figura 3 - Modelo esquematico de microencapsulagdo por coacervagdo complexa

Emulsificagido )
(recheio + polimero 1) Adigdo do 7 (=]
polimero 2 Ajuste de
Resfriamento

Precipitagio das
microcapsulas

Fonte: Aragjo (2011).

2.3 Derivados Celulosicos

A celulose, Figura 4, ¢ um polimero natural, que provém de matéria-prima renovavel,
como as plantas, apresentando massa molecular elevada da ordem de 10° Dalton, insolubilidade
em agua, estrutura macromolecular rigida e certa cristalinidade, em torno de 79,22%, segundo
Lengowski et al. 2013. Este biopolimero ¢ um homopolissacarideo linear, sua unidade
repetitiva ¢ a celobiose ou anidroglicose sindiotatica, formada por anéis de -D-glicopiranose

unidas por ligagdes glicosidicas do tipo f(1—4) (MACHADO, 2000).

Figura 4 - Representagao da estrutura da celulose.

Fonte: Machado (2000).

Devido a sua estrutura, a celulose pode-se organizar em regides rigidas e inflexiveis
(celulose cristalina) ou regides desorganizadas com estruturas flexiveis (celulose amorfa), estas
diferencas podem ser responsaveis por alteragdes no comportamento fisico do material, como,
por exemplo, as regides cristalinas limitam a absor¢do de 4gua e o inchamento da celulose.
Devido a presenca de um grande nlimero de grupos hidroxilas na estrutura da celulose, essa

pode ser modificada, por meio de diversas reacdes, como as de adi¢do (agrupamentos OH—



25

(hidroxilas) reagem com diversos agentes de adi¢cdo), de substituicdo (os agrupamentos de
hidroxilas podem ser esterificados ou eterificados), formando produtos importantes como
metilcelulose (MC), etilcelulose (EC), carboximetilcelulose (CMC) e hidroximetilcelulose
(HMC), e de degradacido (onde as ligagdes do tipo B 1,4 glicosidicas sdo quebradas produzindo
moléculas menores) (CAMARGO et al., 2019). Alguns de seus derivados estdo representados

pela Figura 5.

Figura S - Diagrama apresentando a celulose e alguns dos seus derivados
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Fonte: Machado et al. (2010).

Os éteres de celulose sao derivados importantes pois apresentam propriedades, como a
solubilidade em agua ou em solventes organicos, que os permitem agir como espessantes,
emulsificantes, aglutinantes, entre outros. Sao utilizados em industrias de tinta, papel, produtos

farmacéuticos, cosméticos, alimentos, agricultura (MACHADO, 2000).

2.3.1 Carboximetilcelulose

A carboximetilcelulose (CMC), Figura 5, ¢ um polieletrélito semiflexivel linear
carregado negativamente (BEHRA et al., 2019). E um polissacarideo soluvel em agua, que é
derivado da celulose, preparado pela reagdo do dcido monocloroacético com a celulose alcalina
(HAMDAN et al., 2020). Onde ocorre uma reagdo de substitui¢do, os grupos hidroxil sdao

substituidos por grupos carboximetil (JOSHI et al., 2015). Normalmente comercializada na sua
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forma s6dica (NaCMC), ela ¢ amplamente utilizada com aplicacdes nas industrias alimenticia,

farmacéutica, cosméticos, papel e entre outras (LOPEZ et al., 2014).

Figura 6 - Representacdo da estrutura da carboximetilcelulose na forma sddica
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Fonte: Machado (2020).

A CMC pode ser empregada como agente espessante, estabilizador de fluidos,
emulsificante, doador de viscosidade, engomante, agente adesivo, agente de suspensao, entre
outros, devido suas propriedades fisico-quimicas (NETO, 2011).

Behra et al. (2020), realizaram um estudo sobre a reologia da CMC dependente da
concentragdo e da resposta de relaxamento. Eles investigaram varias concentragdes de solugdes
aquosas de NaCMC utilizando reologia e espalhamento de luz estatico e dinamico. Relatando
que para a faixa de concentragdo estudada, a dependéncia da concentragdo da viscosidade
especifica pode ser descrita pela teoria de escalonamento para polieletrolitos usando um
conjunto de leis de poténcia, representando os regimes de concentragdo semidiluido nao
emaranhado, emaranhado e o concentrado, respectivamente.

Javanbakht e Shaabani (2019), apresentaram em sua revisdo uma visdo geral das
vantagens da CMC para sistemas de administracao oral. Eles listaram caracteristicas como a
hidrofilicidade, bioadesividade, sensibilidade ao pH, ndo toxicidade e capacidade de
propriedades de formagao de gel, que sdo comumente usadas na distribuicdo de faimacos e em
outras pesquisas biomédicas. E atribuiram estas caracteristicas aos grupos carboxilato que
permitem que a CMC seja utilizada em sistemas de entrega de farmacos. Eles também relataram
a utilizacdo da CMC em baterias de litio-enxofre (WANG et al., 2017), remocdo de poluente
da agua (CHEN et al., 2018; URE et al., 2019), filmes condutores (AMPAIWONG et al., 2019),
hospedeiro em eletrdlitos de polimero (SAADIAH et al., 2019), catalisador (BARAN, 2019),
embalagem de alimentos (YOUSSEF et al, 2016; YOUSSEF; EL-SAYED, 2018),
imobilizacdo de proteina (LI et al., 2018).
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2.3.2 Hidroxipropilmetilcelulose

A hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), Figura 7, ¢ um polimero solivel em agua, obtido
por meio de uma reagdo de substituicdo parcial dos atomos de hidrogénio e grupos hidroxilas
da celulose por grupos alquila (AMINABHAVI, 1998). Utilizado como emulsificante,
espessante, estabilizador, na industria alimenticia (PEKEL, 2004) e na industria de materiais
proporciona excelente retencdo de agua, em removedores de tinta, adesivos e colas (CHOE,
2000). A diferenca na massa molar (viscosidade), substituicdo quimica (grupos metoxi e
hidroxipropil) e tamanho de particula, permitem que a HPMC seja utilizada em diversas
aplicacdes, principalmente em liberacao controlada de principios ativos (GUSTAFSSON et al.,
1999). Tem temperatura de solugdo critica a 90 °C e sua solubilidade em éagua ¢ atribuida
principalmente ao nimero reduzido de ligacdes de hidrogénio intercadeia, aumentando assim o

as ligacodes de hidrogénio com o meio aquoso ao redor (BODVIK et al., 2010).

Figura 7 - Representagdo da estrutura da hidroxipropilmetilcelulose (HPMC)
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Fonte: Zaccaron (2005).
Nota: (R = -CH,CH(OH)CHj3, -CH3 ou -H).

A HPMC apresenta boas propriedades de formagao de filme, ¢ inodoro, insipido, ndo-
toxico e nao ionico. Utilizado na industria de alimentos para o controle das propriedades de
textura e reoldgicas das dispersdes, como agente emulsionante, entre outras, e ¢ estavel em um
intervalo de pH de 2,0 a 13,0 (SOUZA, 2016). Na literatura ¢ possivel encontrar alguns
trabalhos demonstrando os beneficios da HPMC na industria alimenticia, associado ou nido a
outras substancias, como recobrimento no prolongamento da vida de pds-colheita de ameixas
(NAVARRO-TARAZAGA et al., 2011), tangerinas (PEREZ-GAGO, 2002), tomate cereja
(FAGUNDES et al., 2014) (PINSETTA JUNIOR, 2018).
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2.3.3 Emulsificante - Hidroxietilcelulose

A hidroxietilcelulose (HEC), Figura 8, ¢ um polimero ndo i6nico, bastante solivel em
agua, que apresenta propriedades como a capacidade de emulsificar, aglutinar, espessar, formar
peliculas, entre outros. Obtido por meio de uma reagdo de eterificacdo da celulose utilizando
oxido de etileno, onde os atomos de hidrogénio dos grupos hidroxila da celulose sao
substituidos por grupos hidroxietil conferindo a esta macromolécula a propriedade de

solubilizar em agua (GAIOTTO, 2016; MACHADO et al., 2010).

Figura 8 - Representagao da estrutura da hidroxietilcelulose (HEC)
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Fonte: Ashland (2010); Feller (1990), apud Gaiotto (2016).

O HEC pode ser utilizado como agente espessante, consequéncia da sua alta massa
molar, 1,3 x 10 g/mol por unidade de repeti¢io (anel de anidroglicose), controlando a reologia
em géis e emulsdes. E por sua capacidade de intumescimento pode ser utilizado em formulagdes
farmacéuticas, atuando como matriz polimérica, encapsulando o farmaco e controlando a
liberagdo gradual do mesmo a medida que o meio de dissolucdo penetra em sua estrutura. Além
disso, sua estabilidade fisico-quimica na faixa de pH de 2,0 a 13,0 e sua caracteristica ndo idnica
minimizam problemas de interacdo quando utilizado em sistemas &cidos ou bésicos

(GAIOTTO, 2016).
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2.3.4 Aplicagoes da microencapsulagdo utilizando derivados celulosicos pelo método de

coacervagdo complexa

Dai et al. (2010), prepararam microcapsulas a partir de gelatina (G),
carboximetilcelulose de sdédio (NaCMC) e dioctilsulfosuccinato de sédio (DSS) contendo
fluido eletroforético como material de nucleo. Verificaram que o DSS desempenha papel
importante na formagado da parede da microcapsula e a concentracdo do DSS afeta o rendimento
das microcapsulas, aumentando a interacao entre a gelatina ¢ a NaCMC. As microcéapsulas
preparadas com DSS de teor 0,6 mM apresentaram paredes de capsulas compactas, com boas
propriedades de barreira e alta estabilidade térmica.

Katona ef al. (2010), utilizaram uma mistura ternaria contendo HPMC, NaCMC e SDS
a fim de preparar microcapsulas por coacervagao complexa, encapsulando 6leo de girassol. Eles
obtiveram as capsulas em forma de p6 por meio da secagem por pulverizagdo e correlacionaram
a quantidade do 6leo extraido com as propriedades viscoelasticas dos coacervados.

Saravanan e Rao (2010), utilizaram pectina e alginato para a microencapsulagdo por
meio do processo de coacervacdo complexa, utilizando hidrocloreto de metronidazol (MH),
diclofenato de sodio (DS) e infectacina (IM) como material de ntcleo. Eles observaram que o
MH produziu microesferas e DS/IM resultaram em particulas irregulares. Além disso, alginato-
gelatina produziram microparticulas menores que pectina-gelatina.

Sovilj et al. (2010), utilizaram o método de coacervacdo complexa para encapsular
diferentes o6leos, eles utilizaram hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), carboximetilcelulose
(CMC) e dodecilsulfato de sédio (SDS) para a producao das microcapsulas. Eles observaram
que a concentracdo do SDS 0,35% formava uma camada de coacervado, uma parede, ao redor
das goticulas de 6leo que impediam a extracdo do dleo e que a formagao das microcéapsulas
também era influenciada dependendo do tipo de dleo.

Devi e Maji (2011), estudaram a eficiéncia da microencapsulacio de Neem
(Azadirachta indica A. Juss), 6leo de sementes (NSO), utilizando a gelatina A e a
carboximetilcelulose de sddio (NaCMC) pelo método de coacervagdo complexa, observando
que a coacervagao maxima ocorreu em pH 3,5 e o tamanho das microcapsulas variavam com a
concentragdo do polimero e NSO.

Wu et al. (2011), obtiveram microcapsulas elasticas e dpticamente transparentes com
parede ultrafina e compacta para exibicao eletroforética contendo tetracloetileno como material
central, utilizando gelatina (G), lauril sulfato de so6dio (SLS) e carboximetilcelulose de sddio

(NaCMC). Observaram que o processo de formacao ¢ influenciado pelo pH e que a SLS ajudou
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a aumentar a interacdo entre a gelatina e a NaCMC e facilitar a coacervagdo. As capsulas
apresentaram alta estabilidade térmica e boa propriedade de barreira.

Thomas et al. (2012), prepararam microcapsulas de eudragit (acido metacrilico)
carregadas de cinnarizina pela técnica de coacervagdo, utilizando o hidroxipropilmetilcelulose
como estabilizador. Eles observaram uma alta eficiéncia de encapsulamento de droga em todas
as microparticulas.

Koupantsis et al. (2014), preparam microcapsulas contendo [-pineno, utilizando
proteinas do leite, caseinato de sodio (CN) e isolado de proteina do soro (WPI), com
carboximetilcelulose (CMC). Eles observaram que foi possivel encapsular o [B-pineno,
enquanto a maioria das caracteristicas avaliadas foram afetadas pelas varidveis do processo.
Coacervados preparados na maior propor¢do de pr/pl de 6,99 e massa de B-pineno (6,99 g)
foram mais eficazes no encapsulamento do composto de sabor, algo mais evidente no caso da
mistura WPI-CMC.

Pérez-Liminana et al. (2014), preparam microcapsulas a base de gelatina (G) e
carboximetilcelulose (CMC) encapsulando o6leo de arvore de cha (TTO), 6leo de malaleuca,
que ¢ um biocida natural, utilizando o processo de coacervagdo complexa. Eles observaram o
efeito da razao G/CMC na formagao do coacervado durante o processo de sintese, e, também
na eficiéncia do 6leo antimicrobiano, sendo o valor ideal para a razao G/CMC em torno de 10.

Caetano-Silva et al. (2015), investigaram a técnica de coacerva¢ao complexa para
recuperar proteinas de soro doce usando carboximetilcelulose, e o coacervado usado como
ingrediente na formulacao de leite fermentado probidtico. E observaram que a coacervacao
complexa recuperou 86% da proteina do soro doce.

Sze Huei et al. (2016), investigaram a formagdo e recuperacdao do ibuprofeno
encapsulado em microcapsulas de gelatina e carboximetilcelulose (CMC) utilizando a
coacervacdo complexa sem glutaraldeido. Foi utilizado cloreto férrico aquoso para a
recuperagao das microcapsulas como esferas reticuladas ionicamente. Eles observaram que a
eficiéncia do aprisionamento de farmacos de granulos de coacervado era dependente da
proporcao droga-polimero e estava na faixa de 86-92% em massa. As microcapsulas preparadas
com maior proporcao da droga exibiram um menor aprisionamento.

Dai et al. (2017), prepararam microcapsulas de clorpirifoés de silicone com carboxilato
de s6dio polisiloxano (PSiSC), gelatina (G) e carboximetilcelulose de sodio (NaCMC) por meio
da coacervagdo complexa, em pH 4,6, obtendo taxas de encapsulamento de clorpirifos de 50%,

superficie lisa, didmetro médio de 3.5 pm e espessura da concha de 285 nm.
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Duhoranimana et al. (2017), estudaram o mecanismo de complexacdo da gelatina (G) e
da carboximetilcelulose (CMC) e seu processo de formagdo de coacervados em fun¢do do pH
e da proteina (Pr) para polissacarideos (Ps). Utilizaram trés CMCs diferentes (FL9, FH9 e
FVH6) e as propor¢des de mistura foram de 1:1, 6:1, 7:1, 8:1, 9:1 (m/m). Observaram a
formacdo de coacervados com melhor morfologia, boa distribuicdo de tamanho e maior
rendimento com a amostra G-FL9 na razdo de mistura 7:1 e pH 4,40.

Xiong et al. (2017), investigou a coacervagdo complexa entre a ovalbutamina (OVA) e
a carboximetilcelulose (CMC) utilizando diferentes graus de substituicao (CMC 0,7 e CMC
1.2) e observaram que as alteragdes de pH influenciavam na formacao de coacervados e
complexos.

Duhoranimana et al. (2018), investigou a influéncia do pH na coacervagdo complexa
utilizando a gelatina (G) e a carboximetilcelulose (CMC) para encapsular o acido linoleico
conjugado (CLA), observando que a diminui¢do do pH influenciava no tamanho dos
coacervados, que variavam entre 5 ¢ 200 um.

Yoshihara e Aréas (2018), investigaram os efeitos do pH, forg¢a i6nica (I), temperatura
e fracdo de massa dos componentes macromoleculares em coacervados de carboximetilcelulose
(CMC) e lisozima de ovo de galinha (HEWL). Eles observaram que a coacervagdo foi mais alta
na fracdo de massa HEWL aproximadamente 0,25 com uma dependéncia pequena do pH na
faixade 5 a9, e o processo foi favorecido em I <0,075 mol litro™! para NaCl, KCI e NaBr.

Jiaying et al. (2020), desenvolveram nanocépsulas por coacervagao complexa utilizando
gelatina (G) e carboximetilcelulose de sédio (NaCMC) para o encapsulamento da zeaxantina
extraido de Lycium barbarum L. Observaram que a razao ideal de mistura de massa de G-CMC
era de 9:1 (m/m) com o pH 6timo de 4,5.

Xiong et al. (2020), investigaram as propriedades fisico-quimicas dos coacervados
complexos formados com ovalbumina (OVA) e carboximetilcelulose (CMC) com duas
densidades de cargas diferentes (CMC 0.7 e CMC 1.2) em pH 3,0; 3,5 e 4,0 e nas propriedades
dos coacervados estabilizando emulsdes com alto teor de 6leo. Observaram que com o aumento
do pH o conteudo de proteina e polissacarideos nos coacervados OVA/CMC diminuiu e a
estrutura de rede microscdpica dos coacervados complexos mudou de compacto para solto,
principalmente pelo enfraquecimento da atragdo eletrostatica entre OVA e CMC. Os complexos
OVAM/CMCI1.2 apresentaram uma estrutura de rede microscopica mais densa e maior
armazenamento e modulo de perda e viscosidade complexa quando comparado com o complexo

OVA/CMCO.7.
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Este levantamento bibliografico se fez importante para o presente trabalho, pois os
parametros para a produ¢do das nano/microcapsulas, etapas para a coacervagao, concentragoes,
valores de pH, ensaios realizados para caracterizagdo das matrizes e das nano/microcépsulas,
foram baseadas nos estudos destes autores. A selecdo dos materiais de parede, material de
nucleo e emulsificante também se basearam nesta revisdo, propondo um sistema ainda nao

utilizado para a producdo de nano/microcépsulas por meio da coacervagdo complexa.

2.4 Material de nticleo - Oleo de macatiba

A macaubeira, Acromia aculeata, ¢ uma palmeira nativa de florestas tropicais, pouco
exigente de clima, fertilidade de solo e fator de dgua, e ¢ encontrada em varias regides do Brasil,
principalmente nos estados de Minas Gerais, Mato Grosso, Goias e Pard (SZPIZ et al., 1989),
vide Figura 9. No Brasil ela também ¢ conhecida como macauva, mucaja, mucuja, macaiba,
macajuba, coco - baboso, chiclete - de - baiano, bocaitiva, entre outros e em outros paises pode
ser encontrada como mbocaya (Argentina), totai (Bolivia), corozo (Colombia, Venezuela),
tamaco (Colombia), coyol (Costa Rica, Honduras, México), corosse (Haiti) (CARVALHO et
al.,2011).

O caule da macatba, a estipe, pode atingir de 10 a 15 m de altura e 20 a 30 cm de
diametro e € coberto pelas bases dos peciolos (que une a folha ao caule), a regido dos nos
apresenta espinhos escuros e pontiagudos que medem cerca de 10 cm de comprimento
(AMARAL, 2007). Suas folhas sdo verdes, com o comprimento de 4 a 5 m e suas pinas sao

ordenadas em planos diferentes dando um aspecto plumoso a folnha (CARVALHO et al., 2011).
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Figura 9 - Imagens da palmeira de macauba (a) dos cachos contendo suas pinas (b) € o

fruto da macatba com sua améndoa (c)

Fonte: Adaptado de Google Imagens.

O fruto da macauba apresenta formato esférico ou ligeiramente achatado, liso e de
coloragdo marrom-amarelada medindo entre 3,5 e 5,0 cm de didmetro, a améndoa oleaginosa,
que ¢ comestivel, encontrasse envolvida por um endocarpo rigido e fortemente aderida a polpa
(mesocarpo), esta polpa tem colocaram amarela ou esbranquigcada, rica em Oleo, fibra e
mucilagem (CARVALHO et al., 2011).

Apresenta diversos recursos e aplicacoes: o caule, por ser uma madeira moderadamente
pesada, dura e longa, pode ser utilizado em construgdes rurais para fabricagao ripas, estacas,
calhas de agua, madeira para mourdo, entre outros; suas folhas geralmente sdo aplicadas como
matéria prima para artesanatos e¢ forragem animal; a polpa pode ser aplicada na industria
alimenticia como goma de mascar, fabricacao de sorvetes, doces e 6leo de cozinha (AMARAL,
2007; CARVALHO et al., 2011).

O fruto da macatiba pode ser inteiramente aproveitado e possui um grande potencial
produtivo, o 6leo extraido da polpa e da améndoa pode ser utilizado na industria alimenticia
quando processado para ser utilizado como 6leo de mesa, na produgdo de margarinas, cremes
vegetais, entre outros (CARVALHO et al., 2011). O teor de dleo extraido da polpa e da

améndoa esta relacionado na Tabela 2.
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Tabela 2 - Teor de 6leo por fruto na base seca

Componente Teor de 6leo em % (Tipo A*)
Casca (epicarpo) 6,5
Polpa (Mesocarpo) 59,8

Castanha (endocarpo) -
Améndoa 55,6

Fonte: FUNDACAO CENTRO TECNOLOGICO DE MINAS GERAIS (1983) apud Amaral (2007).
*Tipo A = Macauba oriunda de Jaboticatubas MG.

A composi¢ao dos 6leos extraidos da casca, polpa e améndoa do fruto da macauba estao

relacionadas na Tabela 3.

Tabela 3 - Composi¢do em acidos graxos (%) para o fruto da Macauba

Acidos Graxos Composicao em acidos graxos livres (%)
Casca Polpa Améndoa

Acido Caprilico - - 6,2
Acido Caprico - - 5,3
Acido Laurico - - 43,6
Acido Miristico - - 8,5
Acido Palmitico 26,4 18,7 53

Acido Palmitoleico 6,2 4,0 -
Acido Estearico 5,1 2,8 2.4
Acido Oleico 51,5 53,4 25,5
Acido Linoleico 11,3 17,7 3,3

Acido Linolénico 1,3 1,5 -
Acidos Saturados 29,7 21,5 71,2
Acidos Insaturados 70,3 78,5 28,8

Fonte: Adaptado de FUNDACAO CENTRO TECNOLOGICO DE MINAS GERAIS (1983), apud Amaral
(2007).

O dleo extraido do fruto da macatba, polpa, ¢ bastante promissor para o setor de
producdo de biocombustivel, sua utilizacdo como biodiesel incentiva muitos estudos acerca
desta palmeira. O 6leo da améndoa ¢ rico em acido laurico o que representa um valor econdémico

para a industria de cosméticos e farmacéutica (CARVALHO et al., 2011).
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Por fim, a massa molar dos polimeros (derivados celuldsicos) tem um papel importante
na formagao das micro/nanocapsulas e consequentemente de suas solugdes. Portanto, a medida
de viscosidade dessas solu¢des assim como, a determinacao de sua massa molar viscosimétrica

sdo parametros fundamentais para compreender o método de coacervagao.
2.5 Viscosidade de materiais poliméricos

A lei basica de viscosidade foi proposta por Isaac Newton, onde ele descrevia o
comportamento do fluxo de um liquido ideal e de acordo com esta lei a tensdo de cisalhamento
(1) € igual ao produto da taxa de cisalhamento (y) e a viscosidade do fluido (1) (LIMA, 2014).
Esta proporcionalidade esta descrita pela equacao 2.

T=YM Equagao (2)

Para entender os conceitos de tensao de cisalhamento e taxa de cisalhamento pode-se

utilizar o modelo de duas placas paralelas de area A separadas por uma distancia dy, e o fluido

contido entre estas duas placas. A placa inferior estd fixa, enquanto a placa superior desliza a

uma velocidade constante sob aplicacao de uma forga —(Fj, a camada de fluido proximo da placa
inferior permanecer parada, ja a camada proxima da placa superior irda se mover com a mesma
velocidade da placa, sendo assim, a velocidade méxima do fluxo (vmsx) esta na placa superior e
na placa inferior a velocidade diminui até chegar a zero (v = 0) (LIMA, 2014). A Figura 10

representa o esquema do modelo de duas placas paralelas.

Figura 10 - Esquema representativo do modelo de duas placas paralelas

A

| =

Fonte: Lima (2014).

Desta forma, temos que a tensdo de cisalhamento corresponde a for¢a por unidade de
area cisalhante necessaria para manter o escoamento do fluido e pode ser expressa de acordo

com a Equagdo 3 (BARRA, 2016).
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t=F/A Equacgido (3)

onde:

1: tensdo de cisalhamento, geralmente em N/m? ou Pa;

F: Forga para provocar o deslocamento na placa;

A: area exposta ao cisalhamento

A taxa de cisalhamento corresponde ao deslocamento relativo das moléculas ou
particulas do fluido, ela tambem pode ser denominada grau de deformacao ou gradiente de
velocidade e ¢ expressa pela Equacao 4 (BARRA, 2016).

vy =0v/0y =0y/0t  Equagdo (4)

onde:

Ov: ¢ a variag@o da velocidade entre as moléculas ou particulas do fluido;

Oy: distancia entre as moléculas ou particulas;

oy/ot: variagdo da deformagdo em fungdo do tempo.

A analise da viscosidade de uma solugao polimétrica resulta na obtencao de parametros
relativos a sua cadeia isolada, como a viscosidade intrinseca [n] que pode ser obtida através de
extrapolacdo grafica, a diluicdo infinita, a partir de equacdes matematicas como: Huggings,
Kraemer e Schulz-Blaschke, Equagdes 5 a 7, respectivamente (LUCAS; SOARES;
MONTEIRO, 2001 apud LIMA, 2014).

ns/c =[n]+Ku [n]*c  Equagio (5)
In n/c = [n] + Kk [n]*c  Equagio (6)
nsp/c = [n]+ Ksw [n] n s Equagio (7)

Onde: n; = viscosidade relativa ou razdo de viscosidade; ns, = viscosidade especifica;
Nsp/C = Nred = Viscosidade reduzida ou numero de viscosidade, [n] = viscosidade intrinseca ou
namero limite de viscosidade e [] = lim ¢ — 0; Kn, Kk e K¢, = coeficientes de Huggins, Kremer
e Shulz-Blaschke, respectivamente (LUCAS; SOARES; MONTEIRO, 2001 apud LIMA,
2014).

A viscosidade relativa (n:), Equacdo 8, ¢ a viscosidade absoluta da solucdo a ser
estudada e 1o ¢ a viscosidade absoluta do solvente utilizado, e t e to sdo os tempos de escoamento
no viscosimetro da amostra e do solvente, respectivamente (RAMOS, 2004).

nr=m/mo=t/to Equacao (8)
A equacdo da viscosidade especifica (), Equacdo 9, estd diretamente relacionada a

viscosidade relativa. Ela determina a contribui¢cdo do polimero sobre a viscosidade da solucdo,
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ou seja, o efeito do aumento da viscosidade da solugdo devido a presenga do polimero, em
relacdo a viscosidade do solvente (FARIA, 2014).
Nsp = Nr-1 Equacgio (9)

E a viscosidade reduzida (nrq) esta representada na Equacdo 10 (SILVA et al., 2009).
Esta grandeza representa a viscosidade especifica por unidade de concentracdo e extrapolando
este parametro a uma dilui¢do infinita obtém-se a viscosidade intrinseca ([n]), Equacdo 11, que
expressa dados em que as moléculas podem ser consideradas isoladas, ou seja, dados referentes
a sua cadeia isolada (FARIA, 2014).

Nred = Nsp/C Equacao (10)

A viscosimetria ¢ um método experimental utilizado para avaliar a transi¢ao
conformacional de polimeros em solugcdo e os comportamentos viscosimétricos dependem de
fatores como a estrutura quimica do material e propriedades como a forga i6nica, pH e adigao
de sais (SILVA et al., 2009).

A determinacdo do peso molecular viscosimétrico médio deve ser realizada na presenga
de excesso de sal com baixa massa molar, pois a presenga deste sal fard com que o polieletrolito
se comporte como um polimero neutro, suprindo as interagdes entre os grupos polares presentes
na cadeia carbdnica (SILVA et al., 2009). Como ¢ o caso de polimeros como os derivados
celuldsicos, a pectina, entre outros.

A massa molar viscosimétrica média pode ser estimada por meio da viscosidade
intrinseca utilizando a Equagao de Mark-Houwink-Sakurada (Equagdo 11) (SILVA, 2018).

[M] =k M* Equacdo (11)

Onde: k e a = constantes viscosimétricas de Mark-Houwink (SILVA, 2018).

O expoente da equacdo Mark-Houwink-Sakurada refere-se a rigidez da cadeia
polimérica e alguns valores de o para algumas conformagdes de polimero estdo apresentadas

na Tabela 4 (LIMA, 2014).

Tabela 4 - Expoente de Mark-Houwink-Sakurada

Conformacao o
Cadeia flexivel (solvente teta) 0,5
Cadeia flexivel (bom solvente) 0,7-0,8

Cadeia rigida > 1

Fonte: Teraoka (2002) apud Lima (2014).
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O valor de k normalmente diminui com o aumento da constante o, estas constantes estio
relacionadas a constante de Flory, dependendo tanto da cadeia polimérica e das interagdes
polimero-solvente. Ou seja, dependendo destes fatores os polimeros se comportam de maneira
distinta, um exemplo ¢ o efeito da viscosidade bastante diferente em polimeros obtidos de um

mesmo mondmero (FARIA, 2014; KUPSKA et al., 2014; SPERLING, 20006).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Este trabalho tem como objetivo geral a avaliacdo e otimiza¢do do método de
coacervagdo complexa para a producao de micro/nanocapsulas utilizando os derivados
celuldsicos carboximetilcelulose (CMC), hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) e o 6leo de

macauba como material de nucleo.

3.2 Objetivos especificos

e (aracterizar as matrizes de CMC e HPMC por meio da técnica de Espectroscopia na
Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) e determinar sua
massa molar viscosimétrica (Mv);

e Analisar a estabilidade térmica das matrizes de CMC e HPMC por meio da Analise
Termogravimétrica (TGA);

e Preparar as emulsdes contendo solucdes de HPMC, emulsificante (Tylose), Oleo de
Macatba e CMC em diversas proporgoes;

e Avaliar a formacdo de micro/nanocapsulas das solu¢des e sua morfologia por meio
da técnica de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Microscopia Optica
(MO);

e Avaliar o efeito de mudanca do pH nas emulsdes para a formagdo das
micro/nanocapsulas;

e [Estimar o valor de encapsulamento de 6leo pelas micro/nanocépsulas produzidas.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

A preparacdo das solucdes e das emulsdes, o teste de estabilidade, o ensaio de
viscosimetria para estimar da massa molar viscosimétrica média das matrizes foram realizados
no Laboratorio de Reciclagem de Polimeros — LABREPOL, do Instituto de Quimica da
Universidade Federal de Uberlandia, Campus Santa Monica (IQ-UFU). Os ensaios de
Espectroscopia na Regido do Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), Microscopia
Eletrénica de Varredura (MEV) e Microscopia Optica foram realizados no Laboratério
Multiusuarios do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Uberlandia, Campus Santa
Monica (IQ-UFU). Os ensaios de Andlise Termogravimétrica (TGA) foram realizados no
Laboratorio de Equipamentos Multiusuarios da Universidade Federal de Uberlandia, Campus

Pontal - LEMUP.

4.1 Matrizes e reagentes

Foram testadas duas amostras de Carboximetilcelulose (CMC), a primeira de nome
comercial CMC AMTEX, produto PE 30 FGM-S, foi obtido da LatinoQuimica S.A, lote:
6937. Ja a segunda, da EMFAL Empresa Fornecedora de Alcool Ltda, Murta, referéncia:
23483, gr: 5297, lote: 058679. Essas amostras diferem entre si em sua massa molar
viscosimétrica como sera apresentada e discutida no item resultados.

Hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), nome comercial Kolagel Plus - espessante, de
qualidade farmacéutica, foi obtido de MC Quimica, lote: 20200131H. A aplicagdo da HPMC
neste trabalho foi como material de parede para a formagdo das micro/nanocépsulas.

Hidroxietilcelulose (Tylose), HS 30000 YP2, foi obtido de Shin-Etsu Chemical Co., Ltd.

A viscosidade era de aproximadamente 30.000 mPa.s. Neste trabalho, sendo empregado como
agente emulsificante, surfactante.

Oleo de Macauba, Améndoa (claro), fornecido pelo Laboratério de Biocombustivel e

Tecnologia Ambiental — LaBTA. O 6leo foi utilizado como material de nticleo, material a ser

encapsulado. Na Figura 10 € possivel visualizar os materiais como recebido.
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Figura 11 — Materiais utilizados: a) matriz de CMC em p6 da EMFAL, b) matriz de
HPMC em pé, c) Tylose, d) Oleo de Macauba (améndoa claro)

Fonte: a autora.

4.2 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de infravermelho da CMC AMTEX, CMC EMFAL e¢ HPMC foram
obtidos utilizando pastilhas de KBr em um espectrometro da Shimadzu IR Prestige-21. As
amostras foram maceradas e misturadas com KBr na propor¢ao de 1:100 para a preparacao das

pastilhas. Os espectros foram obtidos com 32 varreduras e resolu¢io de 4 cm™'.

4.3 Ensaio de viscosimetria para estimativa da massa molar viscosimétrica média (Mv)

Os ensaios de viscosimetria foram realizados utilizando um Banho Viscosimetro
Cinematico da ETHIK (Figura 12), utilizando um viscosimetro Canon-Fenske 100 L225 ¢ a
temperatura no interior do banho viscosimétrico foi controlada a 20 °C + 0,1 °C, para a HPMC
e 25 °C £ 0,1 °C para a CMC. A temperatura influencia na viscosidade das solugdes das
matrizes, € por este motivo utilizou-se temperaturas diferentes para as matrizes de CMC e

HPMC.
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Figura 12 - Banho Viscosimetro Cinematico da ETHIK

Fonte: a autora.

As matrizes de CMC, AMTEX ¢ EMFAL, foram solubilizadas em cloreto de sodio
(NaCl) 0,1 mol/L preparadas em concentragdes que variavam de 1,0 a 20,0 x 102 g dL™! por
agitacdo magnética durante um periodo de 1 hora e depois deixadas a temperatura ambiente (27
°C £ 3 °C) por 24 horas para que houvesse a hidratacao total da matriz. O NaCl 0,1 M foi
utilizado como referéncia (branco) neste procedimento. Com o auxilio de uma pipeta transferiu-
se cerca de 10 mL de solugdo para o viscosimetro (Figura 13) através do tubo H e certificou-se
que ndo havia formagao de bolhas no interior do tubo G. Foi esperado o tempo de 10 minutos
para que a solugdo atingisse o equilibrio no interior do viscosimetro e do banho. Com o auxilio
de uma péra de borracha, o liquido foi aspirado pelo tubo A até a se¢ao B. Quando a péra foi
retirada, o liquido escorreu livremente pelo tubo capilar F, a cronometragem foi iniciada quando
o liquido passou pela marca de graduagao C e finalizada quando atingiu a marca de graduagado

E, a medida foi feita em triplicata por solugao.

Figura 13 - Imagem ilustrativa do viscosimetro Cannon-Fenske

=

Fonte: SIGMA ALDRICH adaptado. Disponivel em: https://cutt.ly/cmv2SWy.
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A matriz de HPMC, foi solubilizada em dgua destilada, em concentracdes que variavam
de 0,52 10,00 x 10 g dL"!, por agitagio magnética em um periodo de 1 hora e depois deixadas
a temperatura ambiente (27 °C = 3 °C) por 24 horas para que houvesse a hidratagdo total da
matriz. A agua destilada foi utilizada como referéncia neste procedimento.

Com os valores do tempo de escoamento foram realizados os célculos de viscosidade
intrinseca das amostras, utilizando as equacdes 8, 9, 10 e 11 das paginas 36 e 37.

k: constante da proporcionalidade da equagdo (dL g): para CMC igual a 0,519 x 107
Lg!. (BRANDRUP; IMMERGUT, 1966) e para HPMC igual a 9,94 x10* cm’g™. (ROWE,
1980).

M,: massa molar viscosimétrica (g mol™);

o = constante dada em fun¢@o da geometria do polimero (adimensional). Para CMC

igual a 0,554. (BRANDRUP; IMMERGUT, 1966) e para HPMC igual a 1,096 (ROWE, 1980).

4.4 Analise Termogravimétrica (TGA)

A Analise Termogravimétrica foi realizada em um Analisador Térmico modelo TGA
55, da TA Instruments. Em cada ensaio, cerca de 6 mg de cada amostra foi aquecida em porta
amostra de alumina de 25 até 600 °C, na razdo de aquecimento de 10 °C min™!, sob atmosfera

de nitrogénio em fluxo de 60 cm®/min.

4.5 Preparo das solucoes estoque das matrizes

Solugdes estoque de CMC AMTEX e CMC EMFAL foram preparadas em concentracao
2,4% (m/m) em agua destilada a temperatura ambiente, por agitacdo de 930 rpm durante 120
minutos e agitacdo de 1200 rpm durante 60 minutos, respectivamente. As solucdes estoques de
HPMC foram preparadas em concentracdes de 1% (m/m) e 2,56% (m/m) em agua destilada a
90 °C, por agitacao de 1200 rpm durante 60 minutos. Uma solugdo estoque do emulsificante
Tylose foi preparada em concentracdo 7% (m/m) em agua destilada a temperatura ambiente por
agitacdo de 1200 rpm durante 60 minutos e depois acrescentado 2 gotas de NaOH 0,1 M, e
agitado por mais 30 minutos. Por fim a solu¢do estoque de 6leo de Macauba foi preparada em
concentragdo 24% (m/v) em agua destilada a temperatura ambiente, por agitacdo de 1200 rpm
durante 60 minutos. Todas as solugdes “estoque” foram estabilizadas por 24 horas em

temperatura ambiente (27 °C £ 3 °C) antes de serem utilizadas.
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4.6 Preparo das emulsdes para teste primario

A escolha das concentracdes dos materiais de parede utilizadas no preparo das emulsdes
foi baseada no trabalho de Sovilj et al. (2010), que trabalhou com a CMC e o HPMC. Foram
feitas alteragdes na velocidade da agitacdo, tempo de agitacdo, tipo de 6leo e emulsificante. A
utilizagdo do HPMC e Tylose como mistura bindria, baseou-se na possibilidade destes
compostos interagirem, formando um complexo polimero-emulsificante, capaz de encapsular
o0 0leo de macatiba, quando acrescentado a CMC.

Para a etapa de emulsificacio utilizou-se 18% da solu¢do de Oleo de Macatiba em uma
mistura binaria de HPMC/Tylose, as emulsdes foram preparadas por homogeneizagao
utilizando um Ultraturrax a 7000 rpm por 5 minutos, em temperatura ambiente (27 °C + 3 °C).
As misturas binarias eram compostas por aproximadamente 71% da solucdo de HPMC, e vérias
concentragdes de Tylose (= 0; 0,31% e 0,9%). Esta emulsio ternaria (HPMC/Tylose/Oleo) foi
deixada em temperatura ambiente para descanso por 24 horas. Por fim, foi adicionado 10% da
solu¢do de CMC na emulsdo de HPMC/Tylose/Oleo e agitada com um agitador mecanico a 900
rpm por 180 minutos. As emulsdes foram divididas em tubos Falcon contendo
aproximadamente 50 g cada. Na Tabela 5 estdo especificadas as concentragdes das solugdes

utilizadas para preparacao das emulsoes.
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Tabela S - Concentragao dos constituintes utilizados nas formula¢des do teste primario

das emulsdes

Amostra

Fase binaria (oleosa)

Fase aquosa

Emulsdo 1

71,10 g HPMC 1% (m/m)
0,90 g Tylose
18 g Solucdo de Oleo de Macauba 24% (m/v)

Emulsao 2

71,69 g HPMC 2,56% (m/m)
0,31 g Tylose
18 g Solucdo de Oleo de Macauba 24% (m/v)

Emulsdo 3

72 g HPMC 2,56% (m/m)
18 g Solucdo de Oleo de Macauba 24% (m/v)

Emulsdo 4

71,1 g HPMC 2,56% (m/m)
0,90 g Tylose
18 g Solucdo de Oleo de Macauba 24% (m/v)

10 g CMC
EMFAL 2,4%
(m/m)

Emulsdo 5

72 g HPMC 2,56% (m/m)
18 g Solucdo de Oleo de Macauba 24% (m/v)

Emulsdo 6

71,69 g HPMC 2,56% (m/m)
0,31 g Tylose
18 g Solucdo de Oleo de Macauba 24% (m/v)

Emulsao 7

71,10 g HPMC 2,56% (m/m)
0,90 g Tylose
18 g Solucdo de Oleo de Macauba 24% (m/v)

10 g CMC
AMTEX 2,4%
(m/m)

Fonte: a autora.

Na Figura 14 estd representado o esquema com as etapas para a preparagdo das

emulsoes.



46

Figura 14 - Esquema com as etapas para preparacdo das emulsdes para teste primario

HPMC / Tylose HPMC: +/- T1%
i Tylose: +/- 0%, 0,31% e 0,9%
Oleo de Macaiiba Oleo: 18%
'H]l].l] rpm Emulsificacao
5 minutos UltraTurrax

L

24 horas de descanso

4

r ~
900 rpm .
180 minutos Emulsificagao CMC: 10%
r ~,
Emulsao Final

Fonte: a autora.

Inicialmente, as solugdes estavam incolores e apos a etapa emulsificagdo, formou-se um

creme de coloragdo esbranquicada, como pode ser observado na Figura 15.

Figura 15 - Solucdo antes da emulsificagdo e emulsao apos a etapa de emulsificacdao

Fonte: a autora.
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Apos o preparo das emulsdes, estas foram colocadas em tubos Falcon (Figura 16) e
foram armazenadas em temperatura ambiente (27 °C £ 3 °C) por 120 dias para a realizagdao do

teste de estabilidade.

Figura 16 - Emulsdes em tubos Falcon no primeiro dia do teste de estabilidade

Fonte: a autora.

4.7 Teste de estabilidade

Durante o periodo de armazenamento de 120 dias foi observado que as emulsdes do
teste primario se separaram em duas fases: a fase de equilibrio, camada superior cremosa com
poucas quantidades de polimeros, € o coacervado, camada inferior rica em polimeros (soro).
Ao longo dos dias, a altura total da emulsao (H¢) e a altura do soro (Hs) foram medidas, e a
extensao de cremosidade foi caracterizada pelo indice de cremosidade, (H) (SOVILJ et al.,
2009), por meio da seguinte relagao:

H = 100HyHe

4.8 Preparacdo das emulsdes para teste secundario

Um dos pardmetros de processo mais importantes para a microencapsulacdo ¢ a
frequéncia de agitacdo durante a dispersao do material do niicleo na solugdo polimérica, visto
que a agitagdo influencia no tamanho das goticulas do material de niicleo e consequentemente

no tamanho das microparticulas (JEGATI; TAVERDET, 2000). Por este motivo, a velocidade
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e o tempo de agitagdo da etapa de emulsificacdo foram alterados. O preparo das solugdes
estoque de CMC, AMTEX e EMFAL, HPMC, Tylose e 6leo de Macatiba permaneceram o
mesmo, porém a etapa de preparagdo das emulsdes foi otimizada. A etapa de emulsificacao
utilizando a solucdo binaria de HPMC/Tylose e 6leo de Macatba manteve-se a mesma, com a
rotacdo de 7000 rpm por 5 min. Apds o tempo de descanso de 24 horas foi adicionada a solugao
de CMC e homogeneizado por Ultraturrax a 7000 rpm por 3 minutos. As condigdes de

preparagao das emulsdes pelo teste secundario estdo apresentadas na Tabela 6.

Tabela 6 — Condi¢des de preparo das emulsdes para teste secundario

Etapa de emulsificacio (HPMC/Tylose/Oleo) Ultraturrax 7000 rpm por 5 min.

Descanso de 24 horas Temperatura 27 °C = 3 °C

Acréscimo da CMC Ultraturrax 7000 rpm por 3 min.

Fonte: a autora.

Na Figura 17 ¢ apresentado esquema de preparacao das emulsdes do teste secundario.

Figura 17 - Esquema com as etapas para preparacao das emulsdes para teste secundario

agitagao 7000 rpm
5 min O CcMC formacéo das
| microesferas
N
= — — W}
Descanso
24hrs
N A M
e A = = |
sleo g ¥ (9]
< = g O
o O O
Al o0 e |
S 0 - O 0o O S WSS S
*5 solugao polimérica agitacdo 7000 rpm

3 min

Fonte: a autora.

Quanto as formulacdes, foram investigadas as formulagdes anteriores, e formulagdes
com a concentracao da solugdo estoque de HPMC 1% (m/m), utilizando as matrizes de CMC
AMTEX e EMFAL, com a utilizagdo do emulsificante Tylose a 0 e 0,9%, devido a presenca
das microesferas no coacervado, fase rica em polimero, da emulsdo 1 que pode ser observado
apos a realizacdo do ensaio do MEV. Na Tabela 7 sdo apresentadas todas as formulagdes

utilizadas no teste secundario.
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Tabela 7 - Concentracdo dos constituintes utilizados nas formulagdes do teste

secundario das emulsdes

Amostra Fase binaria Fase aquosa
Formulacao A 72 g HPMC 2,56% (m/m)
(Emulsao 3) 18 g solugdo 6leo de Macauba 24% (m/v)
71,69 g HPMC 2,56% (m/m)
Formulagao B
0,31 g Tylose 10 g CMC EMFAL
(Emulsao 2)
18 g solugdo 6leo de Macauba 24% (m/v) 2,4% (m/m)
71,1 g HPMC 2,56% (m/m)
Formulagao C
0,90 g Tylose
(Emulsao 4)
18 g solugdo 6leo de Macauba 24% (m/v)
Formulagao D 72 g HPMC 2,56% (m/m)
(Emulsao 5) 18 g solugdo 6leo de Macauba 24% (m/v)
71,69 g HPMC 2,56% (m/m)
Formulagao E 10 g CMC
0,31 g Tylose
(Emulsao 6) AMTEX 2,4%
18 g solugdo 6leo de Macauba 24% (m/v) (m/m)
m
71,1g HPMC 2,56% (m/m)
Formulagao F
0,90g Tylose
(Emulsao 7)
18g solucdo oleo de Macatiba 24% (m/v)
72 g HPMC 1% (m/m)
Formulagao G
18 g solugdo 6leo de Macauba 24% (m/v)
10 g CMC EMFAL
71,1 g HPMC 1% (m/m)
Formulag¢ao H 2,4% (m/m)
0,90 g Tylose
(Emulsao 1)
18 g solugdo 6leo de Macauba 24% (m/v)
72 g HPMC 1% (m/m)
Formulagao I
18 g solugdo 6leo de Macauba 24% (m/v) 10 g CMC
71,1 g HPMC 1% (m/m) AMTEX 2,4%
Formulagao J 0,90 g Tylose (m/m)

18 g solugdo 6leo de Macauba 24% (m/v)

Fonte: a autora.
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4.9 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Duas gotas de cada amostra foram utilizadas para formacao de filme para a realizacio
da andlise. Os filmes foram preparados com recobrimento de ouro (1-10 nm) e analisadas em
um microscopio eletronico de varredura modelo VEGA3 da TESCAN com poténcia aplicada

de 5,0 kV e magnificagdes: 500x, 1.000x, 2.000x, 5.000x e 10.000x.

4.10 Eficiéncia da encapsulacido do 6leo

Inicialmente as microcapsulas foram secas em Liofilizador LS3000, Terroni
Equipamentos Cientificos. Utilizou-se tubos Falcon com 50 g das amostras. A temperatura de
condensacao do liofilizador permaneceu por volta de -44 °C e a pressao manteve-se em torno
de 1494 uHg. O ciclo de liofilizacao utilizado para este trabalho foi de aproximadamente 73
horas. Por fim o material resultante apresentava aparéncia de algodao quebradico.

Em seguida pesou-se cerca de 300 mg do material liofilizado e com a ajuda do cadinho
e pistilo macerou-se para a obtencao de p6. Em um béquer acrescentou-se a amostra em po, 2
mL de agua destilada, 2 mL de hexano e 2 mL de isopropanol, e agitou-se por 40 minutos em
agitador magnético Fisatom modelo 752A série 1775443 a 1200 rpm para a homogeneizagao.
A solucao foi transferida para tubos Falcon de 15 mL e centrifugadas em Centrifuga Eppendorf
Centrifuge 5804 R a 8000 g por 15 minutos. Foi removido o sobrenadante (fase oleosa) e
colocado em placa de Petri para a evaporacao do solvente por 24 horas. O valor teorico de dleo
extraido foi calculado de acordo com a equagao:

O (%) = Moir / M * 100
Onde M, € a massa de 6leo apds a centrifugagdao e M. € a massa de amostra liofilizada

nesta analise. A analise foirealizada em triplicata e a média e o desvio padrao foram calculados.

4.11 Testes com variacdo de pH

Para os testes de variacdao de pH utilizou-se aproximadamente 4 mL de cada formulagado
e transferiu-se para tubos de ensaio. Os valores de pH utilizados para o teste foram 3,0; 4,0; 5,0
(pH da emulsdo inicial sem altera¢ao); 7,0; 9,0 e 12,0. O ajuste de pH foi feito utilizando
solucdes de HC1 0,1 M e NaOH 0,1 M. Apos o ajuste de pH, as amostras foram agitadas e
deixadas em repouso por 20 dias, em temperatura ambiente (27°C + 3°C). Para avaliar a

formacao de micro/nanocapsulas foi utilizado microscépio dptico Olympus BX41M com lente
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objetiva MPlan N 10x/0.25 e lente ocular WHN 10x-H/22. Colocou-se 2 gotas de cada amostra
em laminas de vidro Bioslide CAT.NO.7102 Clear Glass Unground Edges 25.4 x 76.2 mm. As

fotos foram registradas utilizando smartphone Samsung J7.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nessa secdo serdo abordados os resultados de caracterizagdes e andlises realizadas

utilizando as matrizes de CMC e HPMC, e as emulsdes preparadas a partir dessas matrizes.

5.1 Escolha do sistema HPMC/Tylose/CMC

Como citado anteriormente, a selecdo do agente encapsulante depende de fatores como
a ndo reatividade com o material do ntcleo, o mecanismo de liberagdo e o procedimento que
serd utilizado para a producdo da microcapsula (FAVARRO-TRINDADE et al., 2008). O
agente encapsulante também deve proteger o material do nicleo da oxidagdo, da luz, da
umidade, do contato com outras substadncias no armazenamento, prevenir a perda de
componentes volateis encapsulados, melhorar as propriedades de liberacdo do composto
(MARFIL, 2014; SHAHIDI; HAN, 1993). E para a produ¢ao de micro/nanocéapsulas utilizadas
em medicamentos, alimentos, e outros, sdo preferidos materiais biocompativeis ou
biodegradaveis (FUIIWARA et al., 2013).

Os grupos hidroxipropil e metil representam locais potenciais para adsor¢ao de
emulsificantes que podem resultar na formacao de um complexo polimero-emulsificante. Isso
¢ de interesse pratico em sistemas dispersos, uma vez que tais interacdes afetam a estrutura da
camada de adsor¢do em torno das gotas de 6leo (SOVILJ et al., 2010). No caso da coacervagao
complexa, o uso de uma combinagao de polimeros baseia-se na possibilidade de formacao de
complexo entre eles, pois, um unico agente encapsulante ndo atende a todos os fatores

necessarios para a eficiéncia da microencapsulacao.

5.2 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Neste item ¢ apresentada a caracterizagdao quanto a presenca dos grupos funcionais das

amostras a partir da técnica de FTIR.

5.2.1 Espectroscopia no Infravermelho para CMC AMTEX e CMC EMFAL

Os principais picos de absor¢ao das matrizes de CMC AMTEX e CMC EMFAL estao

representados na Tabela 8 e Figura 18.
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Tabela 8 - Principais bandas de absor¢ao na regido do infravermelho para a CMC

N° de onda (cm™) Atribuicdes

3423 - 3380 Estiramento do grupo hidroxila -OH
2917 Estiramento do grupo —CH
1640 Estiramento do grupo carboxilato COO"
1606 Estiramento do grupo carbonil C-O
1457 Vibracao de alongamento do grupo carboxila como sal
1350 Vibracao de flexao do grupo hidroxila -OH
1058 Estiramento do grupo éter C-O-C
892 Vibragéo B-1,4 glicosideo de celulose

Fonte: Koupantsis ef al. (2016); Hamdan et al. (2020).

Figura 18 - Espectro na regido do infravermelho para as amostras de CMC.
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Fonte: a autora.

Conforme observado nos espectros da CMC, AMTEX e EMFAL, os picos em torno de
3423 e 3380 cm™ correspondem ao pico de estiramento para o grupo hidroxila em ambas as
matrizes ¢ a vibragdo de flexdo do grupo hidroxila esta evidenciada em 1350 cm™. Outro pico

observado no espectro € o pico caracteristico referente ao estiramento do grupo CH, presente
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em 2917 cm!. Nas bandas 1640 e 1606 cm” podemos observar os picos referentes ao
estiramento do grupo carboxilato e do grupo carbonil, respectivamente. A vibragdo de
alongamento do grupo carboxila como sal corresponde ao pico em 1457 cm™. A banda em 1158
cm’! corresponde ao estiramento do grupo éter e o pico 892 cm™! corresponde a vibragio da -

1,4 glicosideo de celulose.

5.2.2 Espectroscopia no Infravermelho para HPMC

Para o HPMC, os principais picos caracteristicos estao relacionados na Tabela 9 e Figura

19.

Tabela 9 - Principais bandas de absor¢ao na regido do infravermelho para a HPMC

N° de onda (cm™) Atribuicdes
3500, 3430 Estiramento do grupo -OH
3000 — 2800 Deformacgao da ligagdo —CH e grupo metil
1645, 1625 Estiramento do grupo carbonila da glicose da celulose e grupo
carbonil
1200 - 1175 Estiramento do grupo metoxi
1150 — 1060 Estiramento C-O em ligagdes COC

Fonte: Gustafsson et al. (2003); Zaccaron (2005).
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Figura 19 - Espectros na regido do infravermelho para a HPMC
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Fonte: a autora.

No espectro para 0o HPMC podemos observar a banda causada pelo estiramento do éter
nas ligagdes COC presentes em 1150-1600 cm™. A banda caracteristica do estiramento do grupo
metoxi, o qual pode ser observada em torno de 1200-1175 cm™ e a deformagio da ligagio CH
e o grupo metil podem ser vistos na banda em torno de 3000 — 2800 cm™'. O estiramento do
grupo carbonila da glicose da celulose e o grupo carbonil ddo origem a banda em torno de 1645-
1625 cm’!, e o estiramento do grupo OH pode ser observado na banda em torno de 3500-3430

cm.

5.3 Estimativa da massa molar viscosimétrica média (Mv)

A partir dos tempos de escoamento do solvente e das solugdes com concentragdes de
1,0 220,0 x 102 g dL! para CMC ¢0,5 a 10,00 x 10 g dL"! para HPMC, foram determinados
os valores de viscosidade reduzida (ns,/C), utilizando as Equagdes 8, 9, 10 e 11 das paginas 36
e 37, e do grafico (nsp/C) vs. C, onde por extrapolagdo ao eixo y obtém-se o valor da viscosidade
intrinseca ([n]) (FARIA, 2014; SILVA, 2018), de acordo com as Figuras 20, 21 e 22 para as
amostras de CMC AMTEX, CMC EMFAL e HPMC, respectivamente:
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Figura 20 - Viscosidades reduzidas para a CMC AMTEX em fun¢do da concentracio

da solugao

Fonte: a autora.
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Figura 21 - Viscosidades reduzidas para a CMC EMFAL em fun¢ao da concentragao

da solucao

Fonte: a autora.
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A partir da analise das viscosidades reduzidas obteve-se por extrapolacdo os valores de

viscosidade intrinseca de aproximadamente 4,8662 dL g e 6,6922 dL g para as amostras de
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CMC AMTEX e EMFAL respectivamente. Behra et al. (2019), estimou a viscosidade

intrinseca e obteve o valor de 15,4 g dL! para a CMC utilizada em seu estudo.

O valor da massa molar viscosimétrica média paraa CMC AMTEX foi de 2,3156 x 10°
g mol' e paraa CMC EMFAL foide 4,1157 x 10°> g mol!. Estes valores sdo inferiores ao valor
reportado por Behra et al. (2019) de 1,2 x 10° g mol'!, e podem ser explicados pela menor

distribuicao de massa molecular para a preparagao das solugdes em seu trabalho.

Figura 22 - Viscosidades reduzidas para a HPMC em fun¢do da concentragdo da

solucao
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Fonte: a autora.

Extrapolando o valor da viscosidade reduzida obteve-se a viscosidade intrinseca de
aproximadamente 10,77 dL g para a amostra de HPMC. Com isso a massa molar
viscosimétrica média para a HPMC foi de 3,2078 x 10° g mol'. Katona et al. (2010),
determinaram o valor de 9,15 x 10* g mol™! para o seu material de estudo. Novamente, a
distribuicdo de massa molecular pode explicar a diferenga de valores entre o valor encontrados

neste estudo e o valor encontrado na literatura.

5.4 Analise Termogravimétrica (TGA)

A andlise termogravimétrica foi utilizada para evidenciar as temperaturas de degradacao

das amostras de CMC AMTEX, CMC EMFAL e HPMC em atmosfera inerte. Estas
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temperaturas de degradacdo (Tonset) € as porcentagens de perdas de massa (PM) obtidas por

meio do ensaio estdo relacionadas na Tabela 10.

Tabela 10 — Temperaturas das etapas de degradacgdo e valores de perda de massa obtidas

por TGA para as amostras de CMC AMTEX, CMC EMFAL e HPMC

CMC AMTEX
Evento 1 2 3 Residuo (%)
Tonset (°C)* 48,23 261,99 303,08
38,63
PM (%) 7,428 37,849 10,764
CMC EMFAL
Evento 1 2 3 Residuo (%)
Tonset (°C)* 51,56 263,02 305,35
38,27
PM (%) 7,865 38,252 11,273
HPMC
Evento 1 2 3 Residuo (%)
Tonset (°C)* 53,96 294,58 326,55 1938
PM (%) 1,235 69,605 4,572 ’

*Determinada pelo método da interseccdo das tangentes. Fonte: a autora.

Os termogramas das matrizes de CMC, AMTEX e EMFAL, estao representadas pelas

Figuras 23, 24 e 25, respectivamente.
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Figura 23 - Termograma de TGA (a) e curva DTG (b) para amostra de CMC AMTEX.
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Fonte: a autora.
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Figura 24- Termograma de TGA (a) e curva DTG (b) para a amostra de CMC EMFAL.
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A decomposicao térmica para as amostras de CMC ¢ dividida em trés eventos térmicos

principais. O primeiro evento inicia-se aproximadamente a 50 °C, para as amostras de CMC

AMTEX e CMC EMFAL, a perda de massa ¢ de aproximadamente 7,5%, que corresponde

geralmente, a evaporacdo da dgua e a desintegracdo de compostos de baixa massa molar e a
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descarboxilagdo ocorre acima de 250 °C. ERCEG et al. (2020), observou estes eventos no
intervalo de temperatura de 25 °C a 250 °C, relatando a evaporacgdo da agua, a desintegracao
de grupos laterais menores, a descarboxilacdo, a quebra de ligacdes éster e a decomposicao
térmica do reticulador.

O segundo evento térmico, correspondente a temperatura de 260 °C, observa-se uma
grande perda de massa, aproximadamente 38% para ambas as amostras de CMC, e pode ser
atribuida a quebra da ligacao glicosidica. ERCEG et al. (2020), observou a ocorréncia deste
evento até a temperatura de 350 °C, com perda de peso de 55%, atribuindo este evento a quebra
da ligagao glicosidica, formacao de compostos furanicos e quebra da ligacdo amida.

A perda de massa no terceiro evento térmico foi de aproximadamente 11% para as duas
amostras de CMC, a qual pode ser atribuida a decomposicdo mais profunda da celulose.
ERCEG et al. (2020), evidenciou este evento na temperatura de 453, °C relacionando-o a

decomposicao profunda da celulose e da estrutura do copolimero.

Figura 25 - Termograma de TGA (a) e curva DTG (b) para a amostra de HPMC.
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Fonte: a autora.

A decomposi¢do térmica do HPMC pode ser observada a partir do seu termograma, a
grande perda de massa, aproximadamente 70%, ocorre na temperatura maxima de 318,48 °C, e
o seu inicio ocorre em aproximadamente 295 °C, correspondendo a perda do material
polimérico através da quebra da ligacdo glicosidica. Gupta ef al. 2015, observou esta grande

perda de massa na temperatura acima de 220 °C, atribuindo-a a degradacao térmica do polimero.
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Para todas as matrizes foi observado a formacdo de um residuo carbondceo que ndo reagira
devido a atmosfera inerte do forno, resultando no residuo registrado a 600 °C. Em torno de 38%
para as amostras de CMC e 20% para o HPMC.

A avaliagdo da estabilidade térmica das amostras de CMC e HPMC permite demonstrar
que a temperatura de 90 °C usada em uma das fases do processamento das emulsdes
praticamente ndo provoca degradacdo do material, e mantém sua estabilidade para as etapas de

formacao das micro/nanocapsulas.

5.5 Teste de estabilidade

Os valores do indice de cremosidade estdo apresentados na Tabela 11 para duas

amostras (réplica a e b) da mesma emulsao do teste primario.

Tabela 11 - Indices de cremosidade para emulsdes apos 60 dias e apos 120 dias

Amostra Indice de cremosidade (H) em %
Apo6s 60 dias Apo6s 120 dias
Emulsao 1 a 82 80
b 88,37 83,72
Emulsao 2 a 96,66 93,33
b 95,35 93,02
Emulsao 3 a 96,84 94,74
b 97,67 95,35
Emulsao 4 a 96,67 94,44
b 95,65 94,56
Emulsao 5 a 95,55 88,89
b 91,76 88,23
Emulsado 6 a 92,63 89,47
b 96,47 94,12
Emulsao 7 a 96,47 94,12
b 95,55 94,12

Fonte: a autora.
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Um maior indice de cremosidade (H) representa uma maior estabilidade, e ndo ha
separacdo de fase na emulsdo. O processo de coacervagdo complexa geralmente se da pela
separacdo de fases, o coacervado que € uma fase rica no polimero, soro, ¢ a fase de equilibrio,
que € pobre em polimero. Para as solugdes preparadas a amostra 1 apresentou uma separagao

de fase nitida (Figura 26), apos 120 dias.

Figura 26 - Emulsao 1 no primeiro dia (a), apos 60 dias (b) e apds 120 dias (c)

Fonte: a autora.

J& para as outras emulsoes, a distingdo entre fases nao foi nitida, e em muitos casos nao

observado como na emulsao 3, que pode ser observada na Figura 27.

Figura 27 - Emulsao 3 no primeiro dia (a), apos 60 dias (b) e apds 120 dias (c)

Fonte: a autora.

No caso da emuls@o 7, com o passar dos dias, as amostras ficaram amareladas, como
pode ser observado na Figura 28, provavelmente pela presenca do 6leo. Essa formulagdo possui
o emulsificante e o 6leo, no entanto o que difere ¢ o tipo de CMC em relagdo a amostra 1, a

qual observou-se a separag¢do de fase sem o amarelecimento da solucao.
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Figura 28 - Emulsdo 7 no primeiro dia (a), apos 60 dias (b) e apds 120 dias (c)

Fonte: a autora.

5.6 Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

Nas microscopias observa-se as superficies dos filmes formados das emulsdes, na qual
a imagem do coacervado corresponde ao filme formado pelas gotas do soro (parte inferior do
tubo Falcon), e a imagem da fase de equilibrio refere-se ao filme formado de gotas da parte
superior do tubo (fase pobre em polimeros), as ampliagdes nas Figuras de 29 a 35 estdo
organizadas de 1.000x, 2.000%, 5.000x e 10.000x.

Na superficie das amostras, como pode-se observar pelas micrografias houve a
formacao de bolhas, que pode ser devido a presenca do 6leo em todas as amostras, embora estas
bolhas sejam menos presentes nas amostras da emulsao 6, fase de equilibrio, ¢ ambas amostras
da emulsdo 7 como sera visto mais adiante.

Na emulsao 1, Figura 29, observa-se a formagao de esferas, esta foi a emulsdao que
apresentou melhor separagao de fases no teste de estabilidade, esse resultado pode ser explicado
pelo uso da solugdo de HPMC 1% (m/m) menos concentrada, diferente das outras amostras,
que foram preparadas com a concentracao de 2,56% (m/m). Além disso a CMC utilizada foi da
EMFAL, e a concentracdao de Tylose foi de 0,9%. As imagens do coacervado, regido rica em
polimeros (soro), apresentam um maior niimero de aglomerados constituidos de microesferas,

que ndo sdo observadas em grande quantidade na fase de equilibrio.
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Figura 29 — Imagens de microscopia da superficie do filme da emulsao 1

Emulsao 1 - Fase de equilibrio

Fonte: a autora.

Na emulsdao 2, Figura 30, pode-se observar a formagdo de estruturas de formas
irregulares, como se houvesse um acumulo de material polimérico. Nesta amostra, a
concentracdo de emulsificante, Tylose, foi de 0,31% e foi utilizada a CMC EMFAL. Além
disso, a concentracdo da solugdo de HPMC foi de 2,56% (m/m), a mais concentrada. A
velocidade de agitagcdo pode ter sido a responsavel pelo acimulo do material polimérico. Uma

agitacdo mais rapida, apos o acréscimo da CMC, talvez resultaria na formacao de esferas.
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Figura 30 - Imagens de microscopia da superficie do filme da emulsado 2

e 7 \-E:t;:n::‘cm : s il ussim"un
Emulsao 2 - Fase de equilibrio

Fonte: a autora.

Nas emulsoes 3 e 4, Figuras 31 e 32, respectivamente, pode-se observar nas micrografias
a formagdo de poucas esferas. A formulacdo da emulsdo 3 ndo apresenta a presenca do
emulsificante, Tylose. Ja a emulsdo 4 foi preparada com a concentracido de emulsificante 0,9%.
Nota-se que a auséncia do emulsificante favoreceu a formacao das esferas, porém estas se

encontram irregulares e ligadas ao que parece acimulo de material polimérico.
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Figura 31 — Imagens de microscopia da superficie do filme da emulsao 3

Emulséo 3 - Fase de equilibrio

Fonte: a autora.

Figura 32 - Imagens de microscopia da superficie do filme da emulsao 4

Emulséo 4 - Fase de equilibrio

Fonte: a autora.

Pode ser observado nas micrografias da emulsdo 5, Figura 33, a formag¢ao de estruturas
irregulares, porém em maior quantidade se comparado as observadas na emulsdo 2. Nesta
formulacao, foi utilizado HPMC 2,56% (m/m) e CMC AMTEX. Além disso, ndo foi utilizado

o emulsificante. O uso de solugdes menos concentradas das solugdes estoques podem favorecer
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a diminuicdo na quantidade das microesferas e com uma distribui¢do mais homogénea por toda

a solugao.

Figura 33 - Imagens de microscopia da superficie do filme da emulsdo 5

Emulsao 5 - Coacervado (soro)

A e 0

Emulsao 5 - Fase de equilibrio

Fonte: a autora.

Observa-se uma estrutura parecida com galhos saindo das esferas, nas micrografias das
amostras da emulsdo 6, principalmente na fase de equilibrio, € emulsao 7, Figuras 34 e 35,
respectivamente. Este fendmeno pode ter ocorrido pela presenga do emulsificante, 0,31% para
a emulsdes 6, e 0,9% para emulsdo 7. Ambas as emulsdes foram preparadas com a CMC

AMTEX.



Figura 34 - Imagens de microscopia da superficie do filme da emulsao 6

Emulséo 6 - Fase de quilibrio

Fonte: a autora.

Figura 35 - Imagens de microscopia da superficie do filme da emulsao 7

ey} ey

Emulsdo 7 - Fase de euilibri

Fonte: a autora.
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Observa-se de forma geral, que a CMC AMTEX, apresenta uma maior quantidade de
resultados positivos para a formacdo das microesferas, esta matriz tem a massa molar
viscosimétrica média inferior a matriz de CMC EMFAL. Sendo necesséria a analise de novas
formulacdes de diferentes concentragdes para validar as observagdes acima mencionadas.

Baseado nos resultados obtidos pelo MEV, foram feitos testes secundarios, utilizando
as formulacdes das emulsdes 3, 4, 5 e 7, utilizando maior rotacdo na etapa de acrescimo da
CMC, 7000 rpm, e testado novamente a formulacdo da emulsdo 1 e variagdes, ou seja, com e
sem a presenca do emulsificante (Tylose).

Pode-se notar na Figura 36 da formulagdo D, onde as concentragdes dos polimeros sao
as mesmas da emulsdo 5, utilizado HPMC 2,56% (m/m), CMC AMTEX, porém a agitacdo da
etapa do acrescimo da CMC foi de 7000 rpm, que no coacervado houve a formagao de pequenas
esferas, e na fase de equilibrio houve 0 mesmo comportamento que antes era observado no

coacervado.

Figura 36 - Imagens de microscopia da superficie do filme da formulagao D

Formulagao D - Fase de equilibrio

Fonte: a autora.

J4 na Figura 37 da formulagdo F, concentragdes iguais da emulsdo 7, HPMC 2,56%
(m/m), Tylose 0,9% e CMC AMTEX, a agitacdo de 7000 rpm fez com que ocorresse a formagao
de microcapsulas pequenas, tanto no coacervado quanto na fase de equilibrio, que ao realizar a

analise, conforme a distancia do feixe diminuia, as esferas se movimentavam.
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Figura 37 - Imagens de microscopia da superficie do filme da formulagdo F

Formulagao F - Fase de equilibrio

Fonte: a autora.

Nas figuras 38 e 39 pode-se observar as micrografias das formulacdes A e C, onde as
formulagdes sdo iguais as das emulsdes 3 e 4, respectivamente, pode-se observar que nao houve
tanta diferenca em relacdo ao MEV realizado anteriormente. Ainda se observam estruturas de
formatos indefinidos e pouca formac¢ao de microesferas. Ambas as formulagdes utilizam a CMC
da EMFAL, e a concentragdo do HPMC 2,56% (m/m), porém a formulacdo A do filme da

Figura 37 ndo contém o emulsificante Tylose 0,9% na sua composi¢ao.

Figura 38 - Imagens de microscopia da superficie do filme da formulagao A

- A
— <x

Formulagéo A - Fase de equilibrio

Fonte: a autora.
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Figura 39 - Imagens de microscopia da superficie do filme da formulagao C

Formulagao C - Fase de equilibrio

Fonte: a autora.

Além disto, baseado nos resultados obtidos pelo MEV com as emulsdes do teste
primario, foi testado novamente a emulsdo 1, porém utilizando a rotagdo de 7000 rpm ao
acrescentar a CMC. Para compararmos os resultados foram testadas novas formulagdes
(Formulagdes G, H, I e J) utilizando o HPMC 1% (m/m) e as CMC AMTEX e EMFAL.

Nas Figuras 40 e 41, pode-se observar as micrografias dos filmes das formulagdes G e
H, respectivamente, onde as emulsdes foram preparadas utilizando o HPMC 1% (m/m) e CMC
EMFAL, com a rotacdo de 7000 rpm na etapa de acréscimo da CMC. O que difere estas
formulagdes sdo as concentracdes de Tylose, na amostra da Figura 40 ndo foi utilizado o
emulsificante, j4 na amostra da Figura 41 utilizou-se a concentragcdo de Tylose 0,9%, que ¢ a
mesma concentracdo da emulsdo 1 no teste primario. Nota-se, no entanto, que o aumento da
rotagdo ndo permitiu a formacao das microesferas como ocorreu no teste primario. No caso das
amostras observa-se a formagdo de estruturas de formato indefinido e pouca formagao de

microesferas, tanto na fase do coacervado quanto na fase de equilibrio.
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Figura 40 - Imagens de microscopia da superficie do filme da formulacao G

..... e 20

Formulagado G - Coacervado (soro

] &

: = |z
Formulagao G - Fase de equilibrio

Fonte: a autora.

Figura 41 - Imagens de microscopia da superficie do filme da formulagao H

Formulagao H - Fase de equilibrio

Fonte: a autora.

As micrografias dos filmes das formulagdes I e J estdo apresentadas nas Figuras 42 e
43, respectivamente. Estas emulsdes foram preparadas utilizando HPMC 1% (m/m) e a CMC
AMTEX, o que as difere ¢ a presenca do emulsificante Tylose 0,9% na formulacao J. Pode-se
notar, na Figura 41, referente a formulagdo I, que o aumento da rotagdo para 7000 rpm favoreceu
a formacao das microcapsulas no coacervado, fase rica em polimero. Entretanto, na formulacao
J ndo se observa a formagao das microesferas em nenhum dos filmes independentes da fase. A
auséncia do emulsificante na formulagdo I favoreceu a formagdo de microesferas utilizando a

rotacdo de 7000 rpm em relacdo a formulacao J.
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Figura 42 - Imagens de microscopia da superficie do filme da formulagao I

Formulagio | - Coacervado (soro

i o a7,

i

Formulagéo | - Fase de equilibrio

Fonte: a autora.

Figura 43 - Imagens de microscopia da superficie do filme da formulagado J

||||

Formulagédo J - Coacervado (soro

C = |z
Formulagao J - Fase de equilibrio

Fonte: a autora.
A partir dos resultados de MEV foi possivel concluir que a formulagao I foi a que levou

a formacdo de microcapsulas na regido rica em polimero. Estas microcépsulas apresentavam o

didmetro de aproximadamente 197,1 nm como pode ser observado na Figura 44.
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Figura 44 - Imagens de microscopia da superficie do filme da formulagdo I com foco

nas microcapsulas

1 pm EHT = 5.00 kV Signal A = SE1 Date :27 Aug 2021 ﬁ

| | WD=105mm Mag= 20.00 KX Time :14:22:51

Fonte: a autora.

5.7 Eficiéncia de encapsulamento do éleo

Apbs a evaporagao do solvente e secagem, o material foi submetido ao calculo do valor
tedrico do 6leo extraido das microcéapsulas, utilizando a relagao:
O (%) = Moil/Mc X 100

Os valores obtidos estdo apresentados na Tabela 12.
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Tabela 12 - Valores de dleo tedrico O (%) obtidos para as amostras apds secagem

Amostra 0O (%) Desvio padrao
Formulacao A (Emulsao 3) 25,5520 0,0035
Formulacdo B (Emulsdo 2) 48,0373 0,0133
Formulacdao C (Emulsao 4) 29,0596 0,0049
Formulacdo D (Emulsdo 5) 29,5567 0,0048
Formulagao E (Emulsao 6) 29,2460 0,0036
Formulagao F (Emulsao 7) 43,5173 0,0061

Formulagao G 60,5523 0,0044
Formulag¢ao H (Emulsao 1) 52,8209 0,0041
Formulagao I 71,5761 0,0155
Formulagao J 67,7621 0,0081

Fonte: a autora.

Verifica-se que diferentes concentragdes das solugdes estoque na formulacdo das
emulsdes interferiram no valor de 6leo extraido apos a centrifugagdao. Os maiores valores de
porcentagem de imobilizacdo foram obtidos para as formulacdes I (~72%) e J (~68%). Estas
emulsdes apresentam em comum o uso das matrizes HPMC (solu¢do aquosa 1% m/m) e CMC
AMTEX de menor massa molar viscosimétrica média. Uma possivel explicacao ¢ que existe a
formacao de um complexo HPMC/CMC a partir das interagdes intermoleculares dos blocos
hidrofébicos destes polimeros e pela adsorcdo eficiente do polieletrolito (CMC séddica) que
possivelmente ¢ favorecida pela menor massa molar da CMC empregada e da menor
concentragdo da solugdo de HPMC. A adig¢do da Tylose que foi feita na emulsdo J ndo parece
alterar de forma significativa as propriedades do sistema, reduzindo em pequena quantidade a

porcentagem de encapsulacao.



76

Figura 45 — Imagem de microscopia 6ptica da formulagdo I com foco nas microcapsulas

Fonte: a autora.

Na literatura podemos encontrar diversos trabalhos que relatam a obtengdo de
microcapsulas encapsulando diversos tipos de o6leos, como Jun-Xia et al. (2011), que
microencapsularam 6leo de laranja doce em isolado de proteina de soja e goma arabica e
obtiveram um rendimento de encapsulamento de 10%. Santos ef al. (2014), utilizou gelatina de
porco tipo B, goma arabica e 6leo de milho para a encapsulagdo de xilitol e observou uma
variacdo no encapsulamento de 3% a 71%, atribuindo esta variagdo a concentragao dos
polimeros, onde a concentragdo dos polimeros era maior, a eficiéncia da encapsulagao
apresentou um melhor resultado. Ja Silva et al. (2011), em suas microcapsulas produzidas
utilizando gelatina e pectina como material de parede e uma dispersdo oleosa de licopeno,
observaram uma alta eficiéncia de encapsulamento do licopeno, de 89,5 a 93,1%, porém nao
observaram o efeito significativo na quantidade de licopeno nas microcapsulas produzidas,
chegando a conclusdo de que o método de coacervagdo complexa e os materiais de parede
utilizados ndo proporcionaram protecdo do licopeno armazenado.

O sistema estudado neste trabalho, formulacdo I, apresenta resultados promissores para

a producdo de microcapsulas utilizando o método de coacervagdo complexa, tendo em vista os
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resultados obtidos de encapsulamento do 6leo, quando comparados aos resultados obtidos por

outros autores.

5.8 Efeito da modificacido do pH

O pH do meio ¢ um pardmetro importante durante a coacervagao complexa, responsavel
por determinar o grau de ionizagdo de polissacarideo (grupo carboxila do agucar). Muitos
polissacarideos carregados t€ém carga negativa, ajustar o pH das misturas de polissacarideos
pode favorecer a atragdo eletrostatica, neutralizacdo de carga e formacao ou coacervagdo de
complexos (KAYITMAZER, 2017; MUHOZA et al., 2020). Segundo Pathak et al. (2017), a
densidade de carga de um biopolimero ¢ atribuida a carga disponivel no biopolimero por
unidade de comprimento e influencia significativamente na interacdo do biopolimero, ou seja,
a alta densidade levara a precipitagdo, enquanto a baixa densidade ird favorecer a coacervacgao.
A densidade de carga de um biopolimero e seu peso molecular sdo parametros que governam a
atracdo eletrostatica e a coacervacao complexa.

Para esse teste as emulsdes foram preparadas de acordo com o parametros do teste
secundario (pagina 48) e deixadas em temperatura ambiente (27 °C £ 3 °C) por 20 dias. Foi
observado uma maior separacdo de fases, durante este periodo, para as amostras das
formulagdes I e J, para todos os valores de pH que foram testados (3,0; 4,0; 5,0; 7,0; 9,0 ¢ 12,0),

conforme pode ser observado abaixo nas Figuras 46 e 47, respectivamente.

Figura 46 — Teste de pH para as amostras das formulagdes I apds 20 dias

pH pH pH
3.0 4.0 5.0

-

Fonte: a autora.
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Figura 47 - Teste de pH para as amostras das formula¢des J apos 20 dias

pH pH pH
3.0 4.0 5.0

pH pH pH
7.0 9.0 12.0

Fonte: a autora.

Para as outras formulagdes a separacdo de fases nao eram nitidas apos os 20 dias, como
pode ser observado nas formulacdes A e E, Figuras 48 e 49, respectivamente. Entretanto, as
amostras com o pH 5,0; que era o pH da mistura sem altera¢des, apresentaram coloragao

amarelada em relacdo as amostras com o pH ajustado para 3,0 ¢ 4,0.

Figura 48 - Teste de pH para as amostras das formulagdes A apos 20 dias

pH pH pH , pH pH pH
3.0 4.0 5.0 7.0 9.0 12.0

Fonte: a autora.
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Figura 49 - Teste de pH para as amostras das formulagdes E apds 20 dias

pH pH pH
7.0 9.0 12.0

Fonte: a autora.

Para investigar se houve a formagao de microcapsulas, aliquotas do coacervado (soro)
de todas as amostras foram observadas em um microscopio Optico € as imagens estao
apresentadas nas Figuras de 49 a 58. Qualitativamente, de modo geral, observou-se que em
todas as amostras houve a formacdo de microcapsulas ¢ que conforme o pH aumentava o
nimero e o tamanho das microcépsulas diminuiam em relagdo as amostras com pH mais acido.

Entretanto, na formulagao A, Figura 50, pode-se observar a predominancia de bolhas de
6leo para as amostras com pH 3,0 e 4,0. Enquanto na amostra com o pH 5,0; pH da mistura
assim que preparada, existe a formac¢ao de algumas microcapsulas. Em pH neutro, 7,0; a
emulsdo desta formulagdo apresentava uma coloragdo esbranquicada que nao permitia a
observacdo da formacdo das microcapsulas como para os outros valores, porém, as
microcapsulas estavam presentes e bastante pequenas. Conforme se aumentou o pH, foi
possivel observar as microcapsulas formadas nesta emulsdo. Entretanto, elas estavam distantes
umas das outras. Esta formulagdo ndo conta com a presenca do emulsificante Tylose em sua
composi¢do, o que pode ter influenciado neste comportamento das microcapsulas. Além disso,
esta emulsdo foi preparada utilizando a solug¢do estoque de HPMC 2,56% (m/m) e a CMC
EMFAL. E como foi observado anteriormente no MEV, esta formulacdo ndo apresentava

muitas microcapsulas.
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Figura 50 — Imagens de microscopia optica das amostras de formulagdo A em funcdo

dos pH testados. Aumento de 100x

Fonte: a autora.

J& nas formulagdes B e C, Figuras 51 e 52 respectivamente, observa-se que em pH 3,0
e 4,0 as microcapsulas parecem mais arredondadas e uniformes, porém mais distantes devido a
quantidade formada, em relacdo as amostras com o pH 5,0. Estas formulagdes contém a
presenca do emulsificante Tylose, em concentragdo 0,31% para formulagdo B e 0,9% para a
formulagdo C. Na micrografia observada anteriormente pelo MEV para a formulacdo C, notava-
se a presenca de poucas microcapsulas ¢ a formagao de estruturas indefinidas. Entretanto, as

imagens observadas no MEV eram referentes ao filme formado pela emulsdao da amostra.
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Figura 51 - Imagens de microscopia optica das amostras de formulagdo B em fun¢do

dos pH testados. Aumento de 100x

2320 pm

Fonte: a autora.

Figura 52 - Imagens de microscopia optica das amostras de formulagdo C em fungdo

dos pH testados. Aumento de 100x

Fonte: a autora.
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Nas Figuras de 53 a 55, pode-se observar as micrografias das formulagdes D, E e F,
respectivamente. Estas formulagdes também contém HPMC 2,56% (m/m) em sua composic¢ao,
porém foram preparadas utilizando a CMC AMTEX. De maneira geral, nas formula¢des D, E
e F, nota-se a presenca das microcapsulas para todos os valores de pH investigados, tanto para
as formulacdes com a presenca do emulsificante, quanto para a formulagdo que ndo continha o
emulsificante em sua composi¢do, porém, com o aumento do pH ha uma variagao na quantidade
de esferas formadas. Isso foi notado nas formulagdes onde foi utilizada a CMC EMFAL.
Entretanto, na formulagdo F, para a amostra com o pH 4,0, observa-se a presenca de muitas

bolhas de 6leo, talvez por conta da aliquota da amostra que foi utilizada para o teste.

Figura 53 - Imagens de microscopia Optica das amostras de formulagdo D em fungdo

dos pH testados. Aumento de 100x

Fonte: a autora.
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Figura 54 - Imagens de microscopia optica das amostras de formulacdo E em funcdo

dos pH testados. Aumento de 100x

Fonte: a autora.

Figura 55 - Imagens de microscopia optica das amostras de formulagdo F em funcdo

dos pH testados. Aumento de 100x

Fonte: a autora.
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As micrografias das formulagdes G, H, I e J estdo apresentadas nas Figuras de 56 a 59,
respectivamente. Todas elas foram produzidas utilizando o HPMC 1% (m/m) em sua
formulacao, porém as formulagdes G e H utilizaram a CMC EMFAL, enquanto as formulagdes
I e J foram produzidas com a CMC AMTEX. A presenca ou auséncia do emulsificante Tylose
também as difere.

Para as formulacdes G e H, ambas utilizando CMC EMFAL, e a formulagdo H contém
o emulsificante, pode-se observar nas micrografias, Figuras 56 e 57, respectivamente, que
houve a formacgdo das microcapsulas, entretanto, a presenca do emulsificante Tylose, na
formulacdo H aparentemente fez com que o niimero das esferas aumentassem, no entanto o
tamanho e sua forma sdo irregulares quanto as esferas observadas na formulacdo, além disso,
poucas esferas foram observadas nas micrografias das amostras com o pH basico, como ja

citado anteriormente.

Figura 56 - Imagens de microscopia Optica das amostras de formulagdo G em fungdo

dos pH testados. Aumento de 100x

Fonte: a autora.



85

Figura 57 - Imagens de microscopia optica das amostras de formulacio H em fungao

dos pH testados. Aumento de 100x

250'um

Fonte: a autora.

A formacao das microcéapsulas também foi observada nas formulagdes I e J, Figuras 58
e 59, respectivamente, que utilizavam a CMC AMTEX em sua composi¢do. Nota-se que na
formulacdo I, em pH neutro, quase ndo houve a formagdo de microcapsulas. A maior
concentragdo de microcdpsulas bem definidas nesta formulacdo estd presente na amostra de pH
5,0. Observa-se também a presenga de bolhas de 6leo, tanto para o pH 3,0 quanto para o pH
4,0. Ja na formulacdo J, a maior concentragdo de esferas bem definidas esta presente nas
amostras de pH 3,0 e 4,0. No pH 5,0 podemos observar que as esferas ndo estdo tdo bem
definidas em relagdo as outras amostras. Porém no pH 7,0, a formulagdo J apresenta maior
quantidade de esferas, na regido observada, em relacdo a amostra da formulagao I, nesta mesma
faixa de pH. O que difere estas formulagdes ¢ a presenca do emulsificante Tylose 0,9% na

formulacdo J, que pode ter influenciado neste comportamento.
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Figura 58 - Imagens de microscopia optica das amostras de formulagdo I em funcao

dos pH testados. Aumento de 100x

g b

Fonte: a autora.

Figura 59 - Imagens de microscopia Optica das amostras de formulagdo J em fungao

dos pH testados. Aumento de 100x

pH 3

250 pm

Fonte: a autora.
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Na literatura podemos encontrar diversos autores que investigaram o efeito do pH para
a formacdo de microcdpsulas utilizando a coacervagdo complexa. Devi et al. (2012),
produziram microcéapsulas utilizando gelatina A e alginato de sddio como material de parede e
azeite de oliva como material do nticleo. Além de observarem que o pH ideal para produgdo de
microcapsulas foi de 3,5/3,8, também relataram que os tamanhos das microcapsulas eram
afetados conforme o aumento da concentragdo do polimero. Wang et al. (2014), utilizaram
hexafosfato de gelatina-s6dio (SHMP) para a microencapsulacao de 6leo de atum através da
coacervagdo complexa. Relataram que o maior rendimento de coacervados foi obtivo em pH
4,7. Sanchez et al. (2016), otimizaram o processo de microencapsulagdo de particulas de
brécolis utilizando o método de coacervagdo complexa, com gelatina e goma arabica como
materiais de parede. As microcapsulas obtidas apresentavam tamanho médio de 50 e 100 um,
eles tambem observaram a presenca de particulas em formatos irregulares para os pH 4,5; 3,9
e 3,5.

No estudo de Piacentini et al. (2013), as particulas foram formadas utilizando 6leo de
girassol de grau alimentar como material de nucleo e gelatina de peixe de dgua fria e goma
arabica como materiais de parede. A formag¢dao das microcapsulas com didmetro médio de
aproximadamente de 88 pm foram observadas no pH 3,5. Eratte er al. (2014),
microencapsularam 6leo de atum utilizando isolado de proteina de soro e goma arabica,
relatando que o pH ideal para a coacervacao foi de 3,75. Ja Peng et al. (2014), utilizaram goma
arabica e gelatina para a microencapsulacdo de 6leo essencial da semente da mostarda com
genipina. Para a formagdo das microcapsulas o pH 10,0 foi o que apresentou melhores
resultados, com microcapsulas com tamanho de particula de 5 a 10 pm.

Também podemos encontrar varios autores que estudam a coacervacao complexa
utilizando a CMC como material de parede. Como ¢ o caso de Duhoranimana et al. (2017), que
estudaram a coacervacao complexa utilizando a gelatina e a CMC e a formagao de coacervados
em funcao do pH. Eles utilizaram trés CMCs diferentes e observaram melhores resultados em
4,40. Duhoranimana et al. (2018), investigaram a influéncia do pH na coacervacao complexa
utilizando a gelatina e a CMC para encapsular o 4cido linoleico conjugado (CLA), observando
que a diminui¢ao do pH influenciava no tamanho dos coacervados, que variavam entre 5 e 200
um. E Jiaying et al. (2020), produziram nanocapsulas por coacervacdo complexa utilizando
gelatina e carboximetilcelulose de s6dio (NaCMC) para o encapsulamento da zeaxantina

extraido de Lycium barbarum L. O pH 4,5 favoreceu a formagao das nanocapulas.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Como principais conclusdes podemos citar:

Foi possivel determinar a massa molar viscosimétrica por meio das medidas de
viscosidade para os derivados celuldsicos, sendo determinados os seguintes valores: 2,3156 x
10° g mol” € 4,1157 x 10° g mol! para a CMC AMTEX e EMFAL, e de 3,2078 x 10°> g mol’
para a HPMC, respectivamente.

A analise térmica dos derivados mostrou uma boa estabilidade dos materiais em estudo,
apresentado temperaturas de maxima degradacao em 277,8 °C e 277,55 °C para as CMC
AMTEX e EMFAL, e de 318,48 °C para o HPMC. Esses resultados sao importantes, pois
confirmam que a temperatura de 90 °C usada em uma das fases do processamento das emulsoes
nao provoca degradacao do material de partida.

Dos ensaios preliminares para o processo de coacervacao observou-se que os parametros
de processo como rotagdo e tempo no preparo das solugdes, influenciam na formagao de
microesferas, assim como a massa molar das matrizes e a quantidade de emulsificante utilizado.
Dessa etapa a formulagdo da emulsao 1 (HPMC 1%/Tylose 0,9%/CMC 2,4%/6leo) foi a que
apresentou separacdo de fase, caracteristico desse processo, € a formagdao de microesferas
constatadas através das imagens de MEV obtidas da superficie de filmes formados pela
evaporacao do solvente dessa amostra. Além de apresentar o menor indice de cremosidade.

Do teste secundario, no qual alterou-se a rotagdo para 7.000 rpm, e tempo de 3 minutos de
agitacdo na etapa de inser¢do da CMC a formulagdo I (HPMC 1%/CMC 2,4%/6leo) foi a que
apresentou melhores resultados.

i-) na andlise de eficiéncia de encapsulamento do 6leo de macauba os melhores resultados
foram para a formulacao I (72%), seguido das formulacdes: J (68%), G (61%) e H (53%);

ii-) formagdo de microesferas visualizados na regiao do coacervado por MEV apenas a
formulagao I, e por microscopia dptica todas as formulacdes: G, H, I e J.

A partir desses resultados € possivel inferir que a CMC de menor massa molar (AMTEX
-2,3156 x 10° g mol™) foi a que apresentou melhor resultado (formulagio I).

O emulsificante utilizado no estudo ndo tem muita influéncia na eficiéncia de
encapsulamento do 6leo e na formagao das microesferas (formulagdo I e J).

Por fim, em relagdo a variacao do pH, qualitativamente observou-se que em meio acido ha
a formacdo de um niimero maior de microesferas (pH 3 e 4 para as formulagdes G, H, I e J) do

que em meio basico (pH 9 e 12). Outro aspecto importante relacionado ao pH diz respeito a
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morfologia das microesferas formadas (nucleo e casca), a qual requer um estudo mais
detalhado.

Como conclusdo geral do estudo o uso dos derivados celuldsicos aqui proposto CMC-
AMTEX e HPMC s3o promissores para a produgdo de nanocédpsulas pelo método de

coacervagao complexa.
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TRABALHOS FUTUROS

e Para as formulacdes secundarias (de A a J) quantificar o tamanho de particulas em
fungdo dos valores de pH, além de definir adequadamente o seu valor;

e Determinar o ponto isoelétrico para cada formulagdo estudada, assim como das
formulacdes de partida, ou seja, as matrizes poliméricas;

e Propor um mecanismo de formacao das microcapsulas (formagao “core shell”) em
funcao do pH;

e Avaliar essas formulagdes com um emulsificante de estrutura quimica ¢ massa molar
distinta a da Tylose;

e Testar outros tipos de Oleos e aromas para essas formulagdes como proposta de

aplicacao.
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