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RESUMO

Considerado como um subproduto, o soro do leite é resultante da fabricacao de
queijos. Um grande volume de efluentes é gerado e pode provocar um imenso
impacto ambiental. Para a valorizagdo desse residuo, diversos produtos podem ser
gerados de forma a utiliza-la como matéria-prima aplicando principios de tecnologia
verde. Por exemplo, a recuperacdo de suas proteinas, podem ser usadas para
produzir microparticulas de hidrogéis,, que podem ser empregadas nos ramos
alimenticios e farmacéuticos. O alginato de sédio (Ca) € um polissacarideo natural
de encapsulamento usado para incorporar aditivos. Ele pode ser substituido pela
proteina isolada do soro do leite (WPI, whey protein isolate) para gerar particulas
ricas em proteina e, eventualmente, mudar as propriedades estruturais finais. A
secagem ou o congelamento das hidroesferas podem minimizar sua degradacao na
forma de hidrogel e, consequentemente, aumentar seu tempo de vida de prateleira.
Este estudo avalia a viabilidade de substituicdo parcial (A20%, A40%, A60% e
A80%) ou total (A0%) de alginato (A100%) e suas caracteristicas por TGA, DSC,
FTIR-ATR, MEV e EDS. O didametro das microparticulas umidas (3,0-4,0 mm) foi
reduzido pela secagem (1,0-2,0 mm). O uso da A0% como material de parede para
encapsulacdo com liberagao dirigida era inviavel por ter alta friabilidade. Contudo, a
adicdo parcial € viavel, embora a esfericidade e a transparéncia fossem
gradativamente reduzidas. A100% perde facilmente sua umidade, o que sugere
perda de agua superficial e depois de regides mais internas, com valores superiores
(96,5%) ao da A0% e suas associagbes com média de 17,5%. Similarmente, a
variacdo de massa (Amzoo-500°c) para pirdlise foi menor (1,5%) do que as demais
(41,9%). A60% parece ser um composito segundo TGA e DSC, contrariando o n&o
acoplamento das biomoléculas previsto pela FTIR-ATR. O congelamento destruiu a
parede de contengdo das microparticulas A100%, devido ao processo de
cristalizacdo da agua, sendo assim ndo recomendado para extensao de sua vida de
prateleira. De forma pontual ou por mapeamento, as microparticulas contendo WPI

sao fonte de aminoacidos tendo, a microanalise confirmou a presengca de N, P e S.

Palavras-chave: Queijaria. Valorizacao de residuo. Economia circular. Proteina

isolada do leite. Hidrogéis.



ABSTRACT

That is considered as a by-product whey is the result of cheese production. A large
volume of effluents is generated, causing an environmental impact. For the
valorization of this residue, in order to be reincorporated as a raw material of green
technology principles. For example, the recovery of its proteins, can be used to
produce microparticles of hydrogels, which can be used in the food and
pharmaceutical sectors. Sodium alginate (Ca) is a natural encapsulating
polysaccharide extracted from brown algae used to modify physicochemical
properties, used as an additive in the food and pharmaceutical industries. It can be
replaced by whey protein isolate (WPI). The drying or freezing of the hydrospheres
can minimize their degradation in the form of hydrogel and, consequently, increase
their shelf life. This study evaluates the feasibility of partial substitution (A20%,
A40%, A60% e AB80%) or total alginate (A100% and A100%) and its characteristics
by TGA, DSC, FTIR- ATR, MEV and EDS. The diameter of the wet microparticles
(3.0-4.0 mm) was reduced by drying (1.0-2.0 mm). The use of A0% as wall material
for encapsulation with directed release was unfeasible because of its high friability.
However, partial addition is feasible, although sphericity and transparency were
gradually reduced. A100% easily loses its moisture, which suggests loss of surface
water and after more internal regions, with values higher (96.5%) than A0% and its
associations with an average of 17.5%. Similarly, the mass variation (Amzoo-s00°c) for
pyrolysis was lower (1.5%) than the others (41.9%). A60% seems to be a composite
according to TGA and DSC, contrary to the non coupling of biomolecules predicted
by FTIR-ATR. Freezing destroyed the A100% microparticle containment wall due to
the water crystallization process, thus not being recommended to extend its shelf life.
In a punctual way or by mapping, the microparticles containing WPI are source of

amino acids having, the microanalysis confirmed the presence of N, P and S.

Keywords: Cheese factory. Waste valorization. Circular economy. Whey protein

isolate. Hydrogels.
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1. INTRODUCAO

Industrialmente os produtos lacteos desempenham papel importante na
atividade econdémica em muitos paises desenvolvidos. As maiores empresas do
mundo sdo Nestlé (sede na Suica), Danone e Lactalis (sede na Franga), Fonterra
(sede em Nova Zelandia), FrieslandCampina (sede na Holanda), Dairy Farmers of
America e Dean Foods (Sede nos EUA), Arla Foods (sede na Dinamarca), Saputo
(sede no Canada) e Yili (sede na China). Embora o Brasil seja o quarto produtor
mundial de leite, atras da india, Estados Unidos e Paquistdo, a alta demanda
nacional e a baixa produtividade justificam a frequente importacdo desse insumo e
de seus produtos industrializados. Minas Gerais, Parana, Rio Grande do Sul e Santa
Catarina sdo os maiores produtores de leite em ordem decrescente de produgao
(EMBRAPA, 2018), o que revela a importancia para o estado do Parana. Ainda, uma
enorme parcela desse leite é destinada a producdo de queijos (NICOLAS et al,
2019). A producéao de queijo, gera um grande volume de efluente, soro de leite, com
alta carga organica que pode ser utilizada na economia circular com a produgéo de
produtos de alto valor agregado (ECKERT et al, 2018).

O soro de leite de queijaria, necessita ser tratado para evitar danos aos
corpos hidricos receptores deste efluente. Um produto de alto valor agregado que
pode ser recuperado sdo as proteinas do soro do leite que podem ser isoladas
(whey protein isolate, WPI) por técnicas de filtragcdo associado a outras operagdes
unitarias (NICOLAS et al, 2019). Assim, o soro de leite pode ser considerado um
subproduto lacteo devido as suas propriedades nutricionais, funcionais e bioativas.
O uso da tecnologia enzimatica pode ser uma estratégia interessante para converter
o soro de leite em produtos de valor agregado. A hidrdlise de proteinas de soro de
leite pode gerar peptideos bioativos, descritos para desempenhar efeitos fisioldgicos
in vivo, como atividades antioxidantes, antimicrobiais, anti-hipertensivas e
antidiabéticas. Os peptideos bioativos derivados das proteinas do soro de leite
também foram associados a atividades imunomoduladoras, anticancerigenas,

opioides e hipocolesterolémicas (BRANDELLI et al, 2015).
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No uso direto, o WPI pode ser um substituto do alginato para produc¢éo de
hidrogéis (CENDON et al., 2017) para microencapsulagdo. A microencapsulagao
pode ser definida como um processo alternativo de aprisionamento de células em
uma membrana encapsuladora, o qual € denominado material de revestimento ou de
parede (MARTIN et al., 2015) Substancias também podem ser encapsuladas nesses
materiais de parede. Assim, essa tecnologia tem sido desenvolvida para serem
aplicados em distintos ramos industriais, como farmacéutica, de cosméticos,
quimica, agricola e de alimentos, com crescente elaboragdo de vacinas, protetores
solares, pesticidas agricolas e aditivos alimentares, entre outros (CHAMBI et al.,
2008). A selegao do método de microencapsulagao € estabelecida de acordo com as
aplicagcdes e os parametros do processo, como propriedades fisico-quimicas do
revestimento e dos materiais do nucleo, tamanho de particula, mecanismos de
liberacao e custo do processo (SUN; CAMERON; BAI, 2019).

Neste sentido, estudos de recuperacédo e do emprego de WPI como material
de parede tém sido relatados, principalmente para conter probi6ticos (RAJAM et al,
2012; ETCHEPARE et al, 2020). Seja para substituicdo completa ou parcial do
alginato como material de parede. O alginato é extraido das paredes celulares das
algas marrons e € comercializado na forma de sédio. Sua gelificagdo com ions calcio
tem sido preferida para produ¢cdo de material de parede para encapsulamento por
ser atoxico, biocompativel e relativamente barato (SUN; CAMERON; BAI, 2019).
Contudo, o alginato possui baixa capacidade emulsificante, baixa resisténcia
mecanica, tamanho grande de poros e perdas de biomoléculas encapsuladas
(DEAT-LAINE et al., 2012; VOLIC et al., 2018).

A hidrogelificagdo do alginato de calcio utiliza duas solugbes aquosas, uma
de alginato de sodio e outra de cloreto de célcio, ou outro sal deste cation. Assim,
materiais hidrofobicos precisam ser adequados para criar uma mistura miscivel com
o alginato, por exemplo proteinas do soro do leite (VOLIC et al., 2018).

Dentro deste contexto, o emprego de WPI pode possibilitar a independéncia
de importacdo por paises nao produtores de alginato. Aditivamente, evitando a

emissao e gases de efeito estufa e outros poluentes
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no transporte desnecessario de uma matéria-prima que teria substituta (CAMPOS et
al, 2019). Ainda, as proteinas do leite do soro, bem como a caseina, tém excelentes
propriedades de superficie, pois suas estruturas anfifilicas favorecem as interagcbes
com compostos hidrofilicos e lipofilicos. Esses biopolimeros auxiliam na estabilidade
da estrutura dos hidrogéis devido as suas caracteristicas de flexibilidade e estado de
agregacao (ECKERT et al, 2018).

Diante do exposto, o presente estudo tem como objetivo avaliar o emprego
de WPI como substituto de alginato para produg¢ao de microparticulas de hidrogéis in
natura e secos. Isto valorizaria o residuo da industria de queijaria, a qual vem

crescendo de maneira intensa e conquistando cada vez mais espago no mercado.

1.1. OBJETIVO GERAL

Produzir microparticulas de hidrogéis a partir do residuo da industria

queijeira, promovendo a valorizagao deste.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Produzir microparticulas de CaALG ou de WPI e suas associagdes para
substituicdo parcial ou total de NaALG;

b. Avaliar o efeito da associagdo ou ndo das microparticulas na temperatura de
velocidade maxima de secagem;

c. Examinar a termoestabilidade das diferentes microparticulas;

d. Verificar se ha interagdes das matrizes do hidrogel com base na vibragao
atdbmica de grupamento molecular e da micromorfologia superficial e interna; e
e. Inferir o efeito da substituicdo do alginato pelo WPI na distribuigdo atdmica

nas microparticulas.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. GERAQAO, DO WPI (WHEY PROTEIN ISOLATE) NA INDUSTRIA
DE LATICINIO

O Brasil é o quarto produtor mundial de leite, embora algumas vezes importe
esse insumo. Minas Gerais € o lider brasileiro (26,6%) de producgao de leite, seguido
por Parana (14,6%), Rio Grande do Sul (14,0%) e Santa Catarina (9,6%)
(EMBRAPA, 2018). Os estados do sul tém sua produ¢cdo maior na regido oeste,
embora este insumo seja abundante em todas as regiées (FIGURA 1)

FIGURA 1- DISTRIBUICAO DAS MICRORREGIOES DE ACORDO COM A PRODUGAO DE
LEITE POR AREA NA REGIAO.

A

Produgéo de leite

milhdes litros/ano (%)
Qci- 3.136,1 (26,2%)
® G2- 29857 (24,9%)

0 G3 - 3.140,6 (26,2%)
Q G4 -2.707,5 (22,6%)

0\’\‘

b

g

FONTE: Adaptada de EMBRAPA (2019).

A produtividade de leite da regido sul é superior as demais, sendo que
Castro (PR) é similar as melhores do mundo, e deve ultrapassar a regido Sudeste
em breve. O Brasil exporta e importa leite como produto de maior valor agregado,
sendo leite em po6 (61,5%), queijos (18,8%) e soro de leite em po (13,9%). No
entanto, o Brasil tem condicbes de aumentar sua producgao leiteira e se tornar
independente com o desenvolvimento e aplicagdo de tecnologias nacionais
(EMBRAPA, 2019). A producdo de queijos (NICOLAS et al, 2019) gera grande

volume de efluente com alta carga organica, o que €& um problema
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ambiental e com tratamento relativamente caro (KISPERGHER et al, 2017).
No entanto, a recuperacdo do WPI pode reintroduzi-lo na cadeia produtiva com
aplicacao da filosofia de economia circular com a producao de produtos de alto valor
agregado (ECKERT et al, 2018), por exemplo, para microencapsulacdo de
compostos e células (MARTIN et al., 2015; (SUN; CAMERON:; BAI, 2019; DEAT-
LAINE et al., 2012). Ainda, a microencapsulacdo é realizada com alginato, uma
matéria-prima nédo gerada no Brasil, mas que pode ser produzida plenamente com

WPI, ou pelo menos com a sua substituicao parcial pelo WPI.

2.2. SORO DE LEITE

Considerado como um subproduto, o soro do leite é resultante da fabricagao
de queijos pela fermentagéo do leite através de agao bacteriana ou ainda pela agao
de agentes coagulantes (LUZ, 2016). E considerado um residuo preocupante devido
sua alta taxa de matéria organica, principalmente pela lactose e pelas proteinas, o
que provoca impacto ambiental ao ser langcado ao meio ambiente sem tratamento
(BRASIL,2005).

Durante a producao de queijos, ele representa de 80 a 90% do volume total
do leite utilizado, sendo responsavel por compor aproximadamente 55% dos
nutrientes do leite: proteinas soluveis, lactose, vitaminas, minerais e uma quantidade
minima de gordura (PEREIRA, 2009). Apresenta sabor ligeiramente acido ou doce,
com coloragdo amarelo-esverdeado e sua composi¢cdo varia de acordo com a
qualidade do leite utilizado e com o tipo de queijo do qual foi originado
(BRASIL,2005).

Suas proteinas apresentam altos teores tecnoldgicos e nutricionais, fazendo
com que haja interesse em sua utilizagdo como matéria-prima para fabricacdo de
diversos produtos, entre eles os isolados e concentrados proteicos (LUZ, 2016). Em
sua forma original pode ser aplicado para producdo de bebidas lacteas. Porém,
devido o seu alto teor de agua e a finalidade de agregar valor ao produto e a seus
derivados, o soro pode ser concentrado. De acordo com o teor de proteina, o
produto pode ser classificado, apresentando entdo, diversas aplicacbes, como

ingrediente alimenticio e na produgédo de medicamentos (ALVES et al, 2014).



21

2.3. WHEY PROTEIN ISOLATE

A proteina isolada de soro de leite (WPI, whey protein isolate) é um
subproduto industria de laticinios. O soro de leite € a por¢éo aquosa do leite que foi
coagulado durante a fabricagdo de queijo, sendo que esta é a fragao sdlida. O soro
de leite apresenta elevado volume, 9 litros para cada de 1 kg de queijo, e rica
composic¢ao nutricional (ALVES et al, 2014). Diversos nutrientes podem ser usados
para obtencdo de produtos alimentares; como soro de leite em pd, soro em po
desmineralizado, p6 de permeado, lactose de grau alimenticio e WPI ou concentrado
proteico (WPC) (NICOLAS et al; 2019). Para a obtencéo das proteinas, o processo
mais utilizado € a ultrafiltragdo. Nela, ocorre a permeacédo de sais e moléculas de
acucar e retengcdo do WPI; o qual conttm mais de 90% de proteina em sua
composicao. Alternativamente, a permeacao pode produzir o WPC, que contém de
35 a 80% de proteinas (LUZ, 2016).

As proteinas do soro sdo um grupo de biomoléculas recuperaveis (WEN-
QIONG et al, 2013), como a Lactoferrina, a B-lactoglobulina, a a- lactolbumina, as
imunoglobulinas, a lactoperoxidase e a albumina sérica lactea. Elas tém distintas
funcionalidades e, consequentemente, grau de interesse especificos (NICOLAS et
al, 2019). Essas proteinas sdo amplamente utilizadas em industrias alimenticias e
farmacéuticas devido as suas propriedades nutricionais e tecnologicas, como
solubilidade, emulsificacdo, formacédo de espuma e formacdo de géis apods
aquecimento (RAEI et al, 2018; ROSHANGHIAS; MADADLOU, 2018; SOARES,
2018). Por exemplo, apresentam grande capacidade de se ligarem a varios
compostos hidrofobico e anfifilicos, como aditivos de sabor, acidos graxos e
vitaminas, e apresentam outras propriedades desejaveis, como o aumento da foto-
estabilidade para diferentes ingredientes bioativos (LIU et al, 2016).

A proteina de soro de leite € um dos ingredientes mais usados para formar
particulas de biopolimero. As interagbes entre o WPI e outra matriz podem ser
distinguidos em funcdo do pH, da forga ibnica e da concentragdo relativa do
biopolimero no meio aquoso (FIORAMONTI et al, 2014).

As particulas formadas por WPI podem ser obtidas por meio de gelificagao a
frio ou por desnaturacao térmica. Neste caso, o aquecimento deve ser compativel
com as condi¢cdes de pH e forga ibnica para que ocorra a desnaturagdo. Outros

meétodos sao descritos para producgao de particulas, como sprays dryer, coacervagao
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complexa, liofilizagao, etc. (JOYE; MCCLEMENTS, 2014).

A gelificacéo a frio de proteinas do soro pode ser potencializada adicionando
Ca?* a uma suspensédo proteica pré-aquecida. Esta adicdo forma uma rede com
interagdes. Evocando a gelificacdo do alginato de calcio pela associagao dimérica de
acido gulurdnico e o Ca?* na formagao da “caixa de ovo” (BEAULIEU et al, 2002). No
entanto, a rede WPI-Ca?* é decorrente das interagbes de residuos de aminoacidos e
do calcio e que pode refletir diferentemente nas propriedades de interacdo com a
agua de hidratagdo, termoestabilidade, organizagdo molecular, estrutura
morfoldgica, entre outras. Estes aspectos serdo abordados neste estudo seja para
os biopolimeros individuas ou da associagao alginato de calcio e WPI com presenca
de calcio pela substituicdo gradativa e quantitativa do primeiro biopolimero. Neste
sentido, este trabalho contribui com os estudos com o uso do WPI em unido com
alginato de sodio para o encapsulamento e melhoramento de hidrogéis com
aplicacdes em alimentos (TAVARES; NORENA et al, 2019; WANG et al, 2013), em
probioticos (RAJAM et al, 2012), em oleos (SILVA et al, 2016) e em farmacos
(DEAT-LAINE et al, 2012).

24. ALGINATO

O alginato é um polissacarideo natural extraido de algas marrons. E
comumente usado para modificar propriedades fisico-quimicas, como reolégicas
(espessamento), capacidade de ligagdo a agua, de estabilidade emulsificante e
formadora de filme (CHING et al, 2015). O alginato de sédio € um copolimero linear
com ligagdes 1,4 entre os acidos a-L gulurénico (G) e B- D-manurénico (M) (FIGURA
2). Ele forma hidrogéis por interagdes cruzadas com cations multivalentes, sendo
insoluvel a pH < 4, mas permanece como solugdo aquosa altamente viscosa e
estavel entre pH 6-9 (VOLIC et al, 2018).

FIGURA 2 - ESTRUTURA MOLECULAR DO ALGINATO.

FONTE: Adaptada de YANG; CHIE; HE, 2011.
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A relagdo dos monémeros (M:G) dos blocos de acido 3- D- manurénico (M) e
blocos de &acido a- L-gulurdénico (G) podem variar ao longo da cadeia. Suas
propriedades fisicas sao influenciadas pela composicdo, pelo comprimento das
sequéncias e pela sua massa molecular (GOMBOTZ; WEE, 2012).

Sua capacidade de formar géis € fundamental para varias aplicagdes nas
quais o material é utilizado. Suas caracteristicas dependem da propor¢cédo M:G e do
numero de ligagbes cruzadas entre as cadeias poliméricas. Os géis sdo formados na
presencga de cations, sendo que a presencga de sequéncias de residuos gulurénicos
facilitando a formacgao de gel (GOMBOTZ; WEE, 2012).

Os blocos G, de uma forma mais especifica, apresentam maior afinidade
com os ions calcio do que os blocos M. Isto influencia torna a estrutura da capsula
mais forte (RAMOS et al, 2018). A interagdo entre os ions divalentes e os blocos
gulurdnicos forma a estrutura denominada “modelo caixa de ovos” (FIGURA 3)
devido & oclusdo de cations pela estrutura organica (MULLER et al, 2011). Cétions
importantes de reticulagdo segue uma ordem em relagdo a for¢ca de interacao:
cations trivalentes > Pb?* > Cu?* > Cd?* >Ba?*> Sr?* > Ca?*. Embora o ion Ca?* no
apresente a maior forga de interagdo, € o mais empregado. Essa aceitabilidade pode
ser dada pela receptividade do calcio no corpo humano e a formacédo adequada a
partir entre alginato e calcio (AGUERO et al, 2017).

FIGURA 3 — DESENHO ESQUEMATICO DO MODELO DE “CAIXA DE OVOS” PARA A
FORMAGCAO DE GEL DE ALGINATO.
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FONTE: Adaptada de LEICK et al, 2010.
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As particulas de gel apresentam elevado teor de agua. Suas propriedades
quimicas e mecanicas ajustaveis variam de acordo com o tipo de agente de
reticulagdo usados. Como ingrediente natural, as particulas de gel de alginato sado
uteis para aplicagbes bioldgicas, porque sao biocompativeis, atdxicas,
biodegradaveis e relativamente baratas (CHING et al, 2015). Assim, diversos
estudos tem sido desenvolvidos a partir de microparticulas de alginato para
encapsulacao de diversas substancias, como 6leos (HOSSEINI et al, 2013;
BENAVIDES et al, 2016), liberagdo controlada (CENDON et al, 2017; VOLIC et al,
2018); farmacos (MARTIN et al, 2015), compostos bioativos (ZHANG; ZHANG;
MCCLEMENTS, 2016).

2.5. METODOS DE PRODUGCAO DE MICROPARTICULAS

A microencapsulagcdo de pode ser descrita como uma técnica de
revestimento de particulas, formando capsulas, que podem liberar de forma
controlada seu contetido sob determinadas condicdes (FAVARO-TRINDADE, 2008).
Os produtos da microencapsulagao, as microcapsulas ou microparticulas contém os
bioativos no nucleo estes, sdo revestidos por materiais de parede. Impedindo assim
a difusdo molecular e reagdes quimicas por meio de uma barreira fisica que auxilia
no melhoramento da estabilidade e do composto encapsulado (TAGUCHI et al,
2016).

Varios produtos (TABELA 1) tém sido encapsulados em diferentes particulas
de biopolimeros combinados ou ndo com o uso de diferentes operacdes unitarias
(TABELA 2). O WPI e o alginato sao biopolimeros que podem ser usados como
agente de hidrogelificacdo associados ou nao. A associacdo de proteinas e
polissacarideos podem conter ingredientes funcionais e serem aditivados para
melhorar caracteristicas de estrutura, textura, estabilidade, sensacdo na boca,
aparéncia, prazo de validade e liberagado controlada (KHALESI et al, 2016). Essas
propriedades sao frequentemente moduladas pela presenca ou ndo do outro tipo de
biopolimeros, como consequéncia de caracteristicas intermoleculares e condi¢des
da solugdo (pH, composi¢cdo ibnica e temperatura) que modulam as forgas
intermoleculares (HARNSILAWAT; PONGSAWATMANIT; MCCLEMENTS, 2006).
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As tecnologias de microencapsulagdo sao selecionadas de modo a
aumentar a vida util, facilidade no transporte e comercializagao, liberacdo controlada
de farmacos e reducdo de perdas pos-processamento. A aplicacdo de
microparticulas se baseia no principio que uma unidade elementar afeta as trocas
com o meio através de sua superficie ou, também denominada, membrana. Nesse
caso, a membrana é formada por um material de parede que opera como um filme
protetor continuo ou poroso conforme o processo e o agente encapsulante utilizado
(SERVAT et al, 2010).

Uma solugdo de biopolimero é moldada em microparticulas por varias
técnicas como spray drying (secagem por atomizagao), spray cooling (secagem a
frio), gelificagdo idnica (interna ou externa), liofilizagao, coacervagao, entre outras
(MENEZES et al, 2015). De modo geral, a escolha da técnica leva em consideracao
o material ativo que se deseja encapsular, o agente encapsulante e a aplicagao.
Vaniski et al (2017) (TABELA 2) relataram esses métodos para microencapsulagao

de probidticos, ou seja, microrganismos promotores da saude gastrointestinal.
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2.5.1. Coacervacgao

E considerado o método mais antigo e mais simples de encapsulamento
com base em suas condi¢cdes de preparacao, baixa agitagdo e ndo uso de produtos
toxicos (SARAVANAN; RAO, 2010). Ela é dada através da interagcdo eletrostatica
entre polimeros com cargas elétricas opostas, promovendo a formagao de
polimeros complexos com cargas neutras (TAVARES; NORENA, 2019).

As microparticulas produzidas por meio dessa técnica sao estaveis a alta
temperatura e permitem a liberagdo controlada de componentes (DIMA et al, 2014).
Contudo seu processo pode ser afetado pelo pH, forca ibnica, temperatura e tempo
de agitagdo bem como também, pela carga, densidade, concentragdo, razéo e
natureza dos polimeros (TAVARES; NORENA, 2019).

2.5.2. Spray-dryer

O spray dryer € uma operagao unitaria onde o produto liquido é atomizado
por meio de uma corrente de gas quente adquirindo assim um po. Para esse
processo usa-se o ar, normalmente, ou ainda de forma mais ocasional um gas
inerte, geralmente o nitrogénio (LAOHASONGKRAM et al, 2011).

Esse método traz como vantagens o baixo custo, a facil disponibilidade de
equipamentos, boa estabilidade do produto e retencdo de volateis, além de uma
producdo em modo continuo e em larga escala. Como desvantagens, materiais com
baixo ponto de ebulicdo sao perdidos durante o processo e o material encapsulado
pode migrar para a superficie, facilitando alteracbes na microparticula (MADENE et
al, 2006).

Essa operacdo envolve etapas como a preparacao do liquido a ser
atomizado, atomizacdo e desidratagdo (LAOHASONGKRAM et al, 2011). Nessa
técnica, a evaporacao do diluente, que normalmente € a agua, ocorre de forma
rapida e o aprisionamento do material € quase que instantaneamente a fim de
otimizar o processamento. Por fim, a temperatura de entrada, saida e alimentacao

devem ser devidamente controlados para que ocorra uma boa
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eficiéncia de microencapsulagdo (GHARSALLAOUI et al, 2007).

2.5.3. Liofilizacéo

Ela estabiliza os materiais e € uma das técnicas mais apropriada para a
secagem de substancias termossensiveis instaveis em solugdes aquosas (MADENE
et al, 2006). Ocorre com o uso de quatro operagdes; congelamento, sublimagéo,
dessorgéo e armazenamento (EZHILARASI et al, 2013).

Decorre da sublimagédo da agua do estado sélido para o vapor, ou seja, sem
passar pela fase liquida. Esse processo é dividido em distintas etapas; como a
formagao inicial de cristais, propagagao dos cristais e recristalizacao (SALAZAR et
al, 2018).

A liofilizagado apresenta como vantagens o aumento da porosidade, o que
facilita a reidratagcdo, contudo sua aplicagao é restrita em escala industrial devido ao
alto custo de producao (SILVA et al, 2013).

2.5.4. Extrusao

Esse método é dado por um composto volatil disperso em um polimero. Sua
extrusdo envolve a liberagdo por meio de uma pipeta ou seringa de calibre reduzido
em uma solucdo de endurecimento, como cloreto de calcio (SILVA et al, 2014). Essa
metodologia depende de temperatura e velocidade de liberagdo, as quais afetam
parametros de qualidade, expansdo, densidade, textura e retencdo de forma
significativa (YULIANI et al, 2006).

A vantagem principal dessa técnica é sua prolongada vida util do produto
devido a barreira criada que é impermeavel ao oxigénio (SILVA et al, 2014). Ja as
desvantagens sdo atribuidas ao tamanho das particulas, consideradas bastante
grandes, geralmente de 500 a 1000 um, o que limita quais os produtos que gerados
(GOUIN,2004).

2.5.5. Gelificagdo ibnica

E um meétodo quimico altamente recomendado para bioativos
hidrofébicos com base nas interagdes ibnicas entre polimeros de carga oposta ou
entre um polimero e um polidnions, A gelificagcdo ibnica tem como principal

vantagem a praticidade e execu¢do. Também apresenta facil adaptagdo de forma e
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tamanho, ndo uso de solventes orgénicos e altas temperaturas e liberagao

controlada de produtos encapsulados (CARVALHO et al, 2019).

Como desvantagem, apresenta a porosidade da matriz onde ocorre a
difusdo rapida de fluidos devido a uma gelificacdo heterogénea (KUROZAWA,;
HUBINGER, 2017). Essas propriedades podem ser vantajosas em casos
especificos, como liberagdo de farmacos (CENDON et al, 2017). Neste caso, o
processo de gelificagdo é realizado a dispersdo de ions do seio da solugao para a
superficie das goticulas com formacgao instantaneamente de estruturas de hidrogel
que contém o material encapsulado (CENDON et al, 2017; KUROZAWA,
HUBINGER, 2017). Outra desvantagem do hidrogel é a possiblidade de perda do
ente microencapsulado ser perdido, bem como sua deterioracdo, o que pode ser
minimizado por secagem (GOMBOTZ; WEE, 2012).

2.6. SECAGEM E TERMOESTABILIDADE

A secagem é uma das técnicas de desidratagao utilizada para aumentar a
conservagao de alimentos pela sua redugao de umidade. Logo, provoca reducéo da
atividade de agua, inibicdo de atividade de enzimas, inibicdo do crescimento de
microrganismos deteriorantes e redugcao do volume e massa do produto final.
Aditivamente, facilita a conservacdo e reduz os custos com transporte e
armazenamento (BORIN et al, 2008); como foi proposto para a produgao de chips de
cogumelos, um produto com lata umidade e sem barreiras por tecido biolégico
intacto (MIMURA et al, 2014).

A operacgao de tratamento térmico em fornos de bandeja é mais comum para
secagem para alimento. A agua evapora do produto e aumenta o teor de sélidos
para produzir o denominado como mercadoria seca. Nessa operagao, ocorre
transferéncia de calor e de massa simultdneas. A energia térmica provoca a
evaporagao da agua da superficie do produto e induz a migracdo de novas
moléculas de camadas cada vez mais internas que também evaporam.

Essa operagao é favorecida quando o produto esta sob a acdo de uma
corrente de ar quente e que pode ser previsto por modelagem (PARK; YADO;
BROD, 2001). Esse estudo pode ser feito em fornos em escalas laboratoriais, mas a
umidade superficial deve ser eliminada cuidadosamente (MIMURA et al, 2014), o

que pode ser mais complexo ainda para hidrogéis. Neste sentido, a analise
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termogravimétrica (TGA) e a calorimetria diferencial de varredura (DSC ou

Differential Scanning Calorimetry) sao técnicas analiticas que podem contribuir com
os fendbmenos de transferéncia de massa e de calor com uso de pequenas massas
de amostras (KRISHNASAMY et al, 2019).

2.6.1. Analise Termogravimétrica

A anadlise termogravimétrica (TGA) é um método quantitativo que
acompanha a variacdo de massa durante a variagao de temperatura, geralmente
aquecimento e que também pode depender de fatores instrumentais; além das
caracteristicas da amostra (FIGURA 4) (MULLER, 2011). Ela pode ser usada para

avaliar a cinética de secagem em microescala.

FIGURA 4 - CURVA DE DECOMPOSIGAO TERMICA TGA E DTG.
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FONTE: Adaptado de ANALISES TERMICAS (2019).

A perda de massa esta relacionada com a estrutura molecular, surgindo
devido a evaporagcdo da mistura residual, quando a temperatura é baixa, ou a
degradacéao de polimeros, quando a temperatura é elevada. Neste caso, a perda de
massa traduz- se em uma alteragdo na composi¢cao que é caracteristica de cada
polimero. Assim, os resultados de massa perdida sdo obtidos em funcdo da
temperatura (CALEFFI, 2014).

A analise termogravimétrica contribui para o conhecimento das altera¢des
provocadas por aquecimento em distintos materiais, organicos, inorganicos,

polimeros entre outros e estabelecer o intervalo de temperatura em que esses
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materiais adquirem composicdo quimica fixa, definida e constante. A medida com

que se decompdem é possivel entdo acompanhar as reagdes de desidratacao
(perda de umidade), oxidagcao, combustao, decomposicao, etc. Essa interpretacao é
facilitada pela associagdo com o uso de sua derivada de perda de massa (dTGA),
facilitando a identificagdo do inicio, término e ponto onde o fenémeno térmico é mais
intenso (PEREIRA, 2013).

2.6.2. Calorimetria Diferencial de Varredura

E usada para compreender o comportamento de materiais em condigdes de
aquecimento. Dois microcadinhos de aluminio sdo aquecidos sobre sensores, uma
com a amostra e outro microcadinho vazio como referéncia, e medidos seus fluxos
de calor em cédmara fechada (FIGURA 5) (KRISHNASAMY et al, 2019).

Esse método apresenta diferentes configuragbes; uma com compensagao
de poténcia e outra com fluxo de calor. Na primeira, a amostra e o material de
referéncia sdo submetidos ao aquecimento em condigdes isotérmicas. Assim, os
eventos sao exibidos como picos endotérmicos (destacado em cinza, FIGURA 5) e
exotérmicos (SILVA et al, 2007).

Para a configuragao com fluxo de calor, a amostra e o material de referéncia
(ou nao) sao colocados em microcadinhos idénticos. Eles sdo apoiados em disco
termoelétrico e aquecidos por unica fonte de calor. Neste caso, os picos de eventos
apresentam posicao invertida em relacdo a anterior. As alteracbes exotérmicas e
endotérmicas sao produzidas por fendmenos fisicos (fusdo, sublimacéao e transigbes

cristalinas) e quimicos (decomposig¢ao, combustao) (SILVA et al, 2007).

FIGURA 5 - EVENTOS TERMICOS IDENTIFICADOS NA DSC
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FONTE: Adaptado de CANEVAROLO JR. (2003).
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2.6.3. Parametros Cinéticos de Secagem

Um estudo cinético é desenvolvido como base para a determinagao de
mecanismos de agao. Parametros cinéticos das reacdes de decomposi¢ao térmica
podem ser determinados por dados termogravimétricos (Souza; Castillo; Rodriguez,
2009).

Ao considerar a mudanga da massa € necessario se atentar que a taxa de
reagcao constante na faixa de conversao (a) e dependente somente da temperatura

dessa forma:

a ="t %100 (1)

mo—mf

A taxa temporal em reagdes néo isotérmica e isotérmica é denominada

como uma fungéo linear (da/dt) que independe da temperatura, assim:

da
L=k f(@ (2)
Onde k € uma constante atribuida pela expressao de Arrhenius

k=Ae k2 (3)

Substituindo na equagéo (2)
= Aeif.f(a) 4)
Onde:
f(a) = funcdo de conversédo de massa.
Com o aumento da temperatura absoluta com o tempo tém-se uma razao

constante de aquecimento, B = dT /dt.

da/dtp = Aerr . f(a) (5)
Tendo que a forma mais comum para a reacgdes do estado solido é dado por:
fla)= 1 -a) (6)

A partir da equagéao basica (5), ao reorganizar e substituir parametros tém-se
diferentes modelos matematicos no qual permite adquirir informagdes do
comportamento dos materiais (ROSA et al, 2019).

Dentre esses modelos podemos destacar o de Ozawa:

In(B) = In [ELS)”)] +1In(4) — 2% ()

T
dr P
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Onde:

A = constante pré-exponencial

Ea = energia de ativacgao;

R = constante dos gases;

T = temperatura.

Através desse método é possivel obter a energia de ativagéo (Ea) e o fator pré-
exponencial (A) com dados obtidos pela de regressao linear. Sendo a energia de
ativagao considerada a menor energia requerida para a ativagdo das moléculas
para que haja transformacdo quimica ou transporte fisico e o fator pré-
exponencial a frequéncia de colisbes entre as moléculas (VENKITARAJ;
SURESH, 2019).

2.7. INTERAGAO MOLECULAR DE ALGINATO E WPI

A espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) € um
método de absorgdo de ondas eletromagnéticas devido a estados vibracionais ou
rotacionais de transigdes moleculares (TOZETTO et al, 2007). A regido do
infravermelho abrange de 12.800 cm™ a 10 cm™, sendo que a sub-regido do
infravermelho médio (MIR) de 4000 cm™ a 400 cm™ é a mais aplicada (BENETTI,
2014).

Os espectros (FIGURA 6) gerados correspondem a movimentagdo dos
atomos das moléculas que causa mudancga na distribuigdo de cargas (RUSCHEL et
al, 2014). Para estudo de microencapsulagao, a FTIR € usada para avaliar se se o
material encapsulado sofreu influéncia do processo de encapsulagcédo e se a parede
foi formada adequadamente (COMUNISTA; FAVARO-TRINDADE, 2016).
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FIGURA 6 - ESPECTROS INFRAVERMELHOS.
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FONTE: Adaptado de VERAS et al. (2014).

2.8. MICROMORFOLOGIA E MICROCOMPOSICAO
2.8.1. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Microfeixes de elétrons sao projetados na superficie e a reflexao de parte
deles sao capturados em um sensor que produz imagens com alta ampliagdo, por
exemplo 300 mil vezes (FIGURA 7) (DEDAVID, 2007). Os elétrons sao gerados pelo
aquecimento de um filamento de tungsténio por efeito termiénico e sédo projetados
por um campo com alto potencial elétrico. O feixe de elétrons passa por lentes

condensadoras e objetivas de focagem da amostra (LUIZ et al, 2015).

2.8.2. Espectroscopia por energia dispersiva (EDS)

Simultaneamente a MEV, pode ser acoplado a analise EDS a partir de
emissao de raios-X Assim, o EDS pode determinar a composicao quimica de forma
qualitativa e semi-quantitativa (DUARTE, et al, 2003). Neste caso, os sinais gerados
(elétrons e/ou ondas eletromagnéticas produzidas) na zona de incidéncia s&o
detectados e utilizados para formar a imagem e realizar microanalise,
respectivamente (LUIZ et al, 2015).

Para o EDS, o bombardeamento pelo feixe de elétrons extrair elétrons dos
atomos da amostra, deixando-os energeticamente excitado. Para atingir um estado

menos energético, o atomo emiti energia eletromagnética na regido de raios-X para
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retornar a seu estado fundamental. Seus fétons sdo detectados pelo sensor de EDS

que identifica o elemento quimico, exceto o hidrogénio, e a intensidade, que é
correlacionada com a concentragao do elemento (DEDAVID, 2007). Deste modo, um
histograma é criado do numero de fotons (cps/eV) em funcdo da intensidade da
energia, em elétron volt (eV), (FIGURA 7) (LUIZ et al, 2015).

FIGURA 7 - MEV E EDS
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2.9. CONTRIBUICAO DO ESTUDO

O soro do leite da queijaria € um residuo agroindustrial que demanda
tratamento complexo. No entanto, pode ser usado para recuperacdo de um
conjunto de proteinas por ultrafiltragdo, denominada de WPI (MALVERN
INSTRUMENTS LIMITED, 2014). O WPI pode ser transformado em po6 e
aplicado para produgdo de microparticulas em gel com alto valor agregado por
poder ser agente de encapsulamento. No entanto, a vida de prateleira deste
produto ndo € longa sem adigdo de conservantes. Neste sentido, a secagem
pode evitar sua deterioracdo. Para tal, este estudo avaliara a termoestabilidade,
a operacao de secagem, a micromorfologia e a interacao dos biopolimeros para

diferentes associacdes deste biopolimero ao alginato; bem como deles puros.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. HIDROGELIFICAGAO DE ALGINATO E WPI

Microparticulas foram produzidas com uso de solugbes de alginato de sédio
(NaALG, 3%) (Gastronomy Lab CAS 9005-38-3, Brasil) e whey protein isolate (WPI,
11,0%) (BiPro, Davisco, EUA) através de gotejamento da solugdo aquosa com
diferentes proporgdes de alginato de sodio e whey protein isolate em solu¢des de
cloreto de calcio (50g/L) (Gastronomy Lab CAS 10043- 52- 4, Brasil). O gotejamento
foi realizado manualmente com uso da seringa (Injex, Brasil) de polipropileno
contendo uma agulha de calibre de 18G (diametro interno: 0,838 mm) (Solidor,
Brasil). A altura de gotejamento e o tempo de reticulagédo foram de 20 cm e 2 min,
respectivamente. (DEAT-LAINE et al, 2012; CENDON et al, 2017).

FIGURA 8 — ESQUEMA DE MICROENCAPSULAGAO.
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FONTE: O autor (2020).

Previamente, o WPI foi submetido a um tratamento térmico para sua
desnaturacao. Inicialmente a solugdo permaneceu sob agitagdo magnética suave
durante 1h e, em seguida, deixada em repouso durante 2 h. Logo depois, foi
aquecida a 80°C e mantida a esta temperatura por 40 min para garantir a
desnaturagdo por completo das proteinas (DEAT-LAINE et al, 2012; CENDON et al,
2017).

Um planejamento univariado com diferentes propor¢des de alginato de sodio
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(NaALG) e proteina isolada do leite (WPI) foi realizado com o intuito de verificar o

comportamento entre as matrizes (TABELA 3).

TABELA 3 — CONCENTRAGOES (%) DE WPI E ALGINATO USADAS NA PRODUCAO DAS
MICROPARTICULAS.

Ensaios NaALG, % WPI, %
A100% 100 0
A80% 80 20
A60% 60 40
A40% 40 60
A20% 20 80
A0% 0 100

FONTE: O autor (2020).

3.2. ASPECTO DAS MICROPARTICULAS

3.2.1. Tamanho das Microparticulas

As imagens das microparticulas umidas e secas (50°C) foram geradas. Seus
aspectos foram avaliados visualmente e seus tamanhos determinados com auxilio
do software ImagedJ. A analise estatistica dos resultados de tamanhos gerados foi
executada no software estatistico “Statistica 10” (Stasoft, Tulsa, USA) utilizando a
analise de variancia (One-Way ANOVA, p < 0,05), a comparagao das médias foi
analisada pelo teste de Tukey.

3.3. SECAGEM E TERMOESTABILIDADE

A analise termogravimétrica das amostras foi realizada em um equipamento
PerkinElmer, TGA 4000, Rodgau, Alemanha (FIGURA 9). Microparticulas, com
aproximadamente 3 mg, foram dispostas em um cadinho de platina e aquecidas (10
°C.min") de 30°C a 650°C sob fluxo de nitrogénio (20 mL.min"). Os dados foram

analisados utilizando o programa Origin 8.0.
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FIGURA 9- PerkinElmer TGA.

Fonte: O autor (2020).

A analise DSC foi realizada usando um equipamento PerkinElmer DSC
8500 (FIGURA 10) com uso de 6 a 8 mg da amostra. As amostras foram

acondicionadas em “panelinhas” de aluminio hermeticamente fechada e aquecidas

de 20 e 200°C em uma taxa 10 °C.min1. As temperaturas de transicdo e suas
entalpias associadas foram determinados com uso do programa Origin 8.0.
Todas as analises foram realizadas na Central Analitica do Departamento

de Engenharia Quimica da Universidade Federal do Parana.

FIGURA 10- PerkinElmer DSC 8500.
T R

FONTE: O autor (2020).
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3.4. PARAMETROS CINETICOS DE SECAGEM POR OZAWA

Os parametros cinéticos de secagem foram determinados pela metodologia
de OZAWA. As curvas termogravimétricas de aproximadamente 3 mg de
hidroparticulas recém preparadas foram obtidas em um PerkinElmer TGA nas taxas
de aquecimento de 5, 10, 20, 30 ou 40 °C min- 1 em atmosfera inerte com vazao de
20 ml.min' de nitrogénio. Os graficos com as curvas termogravimétricas foram

analisados utilizando Origin 8.0.

(- a) Fa

In(B) = In|————
n n (%)P

3.5. INTERAGAO MOLECULAR DE ALGINATO E WPI

As interagdes entre os biomateriais de produgcao de parede, WPI e CaALG,
foram estimadas com uso de espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR) da Central Analitica do Departamento de Farmacia da Universidade
Federal do Parana. Os espectros entre 4000 e 400 cm™' a temperatura ambiente
foram obtidos em um espectrémetro Alpha FTIR Bruker (FIGURA 11) equipado com
diamante ATR.

FIGURA 11- ESPECTROMETRO FTIR-ATR.

FONTE: O autor (2020).
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3.6. MICROMORFOLOGIA E COMPOSICAO DAS
MICROPARTICULAS

3.6.1. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A morfologia das particulas foi avaliada usando um microscopio eletrénico
de varredura (MEV) TESCAN VEGA3 LMU (FIGURA 12) a 15 kV, do Centro de
Microscopia Eletrénica da Universidade Federal do Parana. As amostras foram
submetidas a congelamento em refrigerador (-10°C; Brastemp Clean
BRM39ERANA, Brasil) para facilitar os cortes por cisalhamento com bisturi com
ldmina n° 15. As hemiparticulas foram desidratas por conveccao em estufa a 50°C. A
seguir, foram fixadas em fita dupla face de cobre e revestidas com uma fina camada
de ouro (FIGURA 13) pela metalizadora SCD 030 a 30 mA por 90 s. As imagens
foram obtidas com ampliagdes de 45x, 2000x, 5000x e 10000x.

FIGURA 12 — MICROSCOPIO ELETRONICO DE VARREDURA (TESCAN VEGA3).

FONTE: O autor (2020).

FIGURA 13 - SUPORTE COM MICROPARTICULAS COBERTAS DE OURO.

FONTE: O autor (2020).
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3.6.2. Espectroscopia por energia dispersiva (EDS)

A microanalise por raios X das microparticulas foi desenvolvida através do
TESCAN VEGA3 LMU com diferenca de potencial de aceleragdao de 15kV com
tempo de aquisicdo de 6 s. As microparticulas desidratadas foram fixadas em fita
dupla face de cobre sobre a porta amostra, para que se tornassem eletricamente

condutoras.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Microparticulas de hidrogel de alginato de calcio puro (A100%) ou com
substituicdo de parcial por WPI (A80%, A60%, A40%, A20%,), bem como de WPI
pura (A0%) foram avaliadas quanto a secagem (vida util), termoestabilidade,

interacdo da matriz e estrutura.

41. ASPECTO DAS MICROPARTICULAS

4.1.1. Tamanho das Microparticulas

O processo de microencapsulagdo se mostrou eficiente possibilitando a
formagao de microparticulas com tamanho e formas distintas apos secas (TABELA
4, FIGURA 15), o possibilita seu uso em diferentes aplicagbes. Todas as
microparticulas umidas, apos o processo de hidrogelificacdo, se mostraram com
tamanho préximos variando de 3,0 a 4,0 mm, sem diferenga significativa (p <0,05).
Esses valores estdo dentro do relatado anteriormente para particulas de alginato
puro (A100%, 3,1 mm) e com substituicdio de 80% (A20%, 4,4 mm) do
polissacarideo pela proteina (CENDON et al, 2018).

A secagem a 50°C, variou o diametro das microparticulas de acordo com a
proporcdo de alginato. A microparticula A100% se mostrou diferente
estatisticamente (p <0,05) dentre as demais com diametro de 1,1£0,1 mm, podendo
ser devido a grande quantidade de agua presente. Valores minimos para
microparticulas secas de alginato com paracetamol também foram encontrados com
média de 1,39+0,09 mm, também atribuido ao alto teor de umidade (ALMURISI et al,
2020). As microparticulas A80% e A60% apds secagem néo apresentaram diferenga
entre elas, com valores médios (n=5) de 1,802 mm e 1,9204 mm,
respectivamente. As demais adicées A40% e A20% foram muito maiores (2,0 a 3,0
mm), o que pode ser atribuido a hipotese de conformagéo estrutural pela maior
porcentagem de proteina presente. Com base nesta légica, a microparticula SA0%
(100% WPI) deveria ser maior, mas €& menor (1,7£0,3 mm) devido sua grande
friabilidade. Esta propriedade esta relacionada a sua capacidade das microparticulas
se partirem com facilidade, o que a reduz fragmentos e com isso dificultaria o

processo de microencapsulacdo de agentes ativos. As microparticulas de alginato
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sao plenamente transparentes, enquanto que a adigao de WPI torna-as translucidas,

sendo as de WPI puro (A0%) sdo as muito translucidas. Isto sugere a maior
presenca de agua no primeiro, o que falicitaria o encapsulamento de agentes ativos

hidrofilicos, caracerisica essa que pdde ser confirmada pelo TGA.

TABELA 4 —- TAMANHO EM mm DAS MICROPARTICULAS

Microparticula Aspecto Adumipa dn't sd, Adseca  dn’t sd,
mm mm mm mm

A100% transparentes 3,0-4,0 3,4+0,32b 1,0-2,0 1,120,1¢
A80% translucidas 3,0-4,0 3,8+0,12 1,0-2,0 1,8+0,2°
AB0% translucidas 3,0-4,0 3,8+0,22 1,0-2,0  1,9+0,42°
A40% translucidas 3,0-4,0 3,3+0,3bc 2,0-3,0 2,1£0,3%
A20% translucidas 3,0-4,0 3,0+0,3¢° 2,0-3,0 2,5+0,32

A0% mais translucidas 3,0-4,0 3,1£0,2b¢ 1,0-2,0 1,740,3P

FONTE: O autor (2020).
LEGENDA: As analises foram realizadas em cinco repeticdes. As mesmas letras na mesma
coluna nao diferem significativamente pelo teste de Tukey com uma probabilidade de (p <0,05).

A secagem provoca uma redugdo de tamanho, o que deve aumentar a
concentracdo relativa de composto encapsulado, podendo ser aplicado na
incorporacao de aditivos alimentares. Esta operacdo também provoca alteracdo do
formato original. As microparticulas de WPI puro (A0%) sdo amorfas e quebradigas a
manipulacéo. Logo, ele nao € um bom material de parede para manter a integridade

e a limitacdo de permeacao uniforme.
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4.2. SECAGEM E TERMOESTABILIDADE

4.2.1. Secagem das microparticulas

O estudo de secagem das microparticulas foi realizado por analise
termogravimétrica (TGA), bem como sua termoestabilidade que sera apresentado a
sequir.

Os picos de temperatura (Tp), velocidade maxima de perda de massa, das
microparticulas com alginato ou com substituicdo parcial ou total do mesmo entre
temperatura ambiente (30°C) e 240°C, foi considerado como perda de umidade. A
maior perda de massa (56,9% e 39,6%) (FIGURA 15) ocorreu para o alginato puro
(A100%), bem como o menor valor de temperatura de maxima velocidade 121,2°C
(Tp1a) € 147,0°C (Tp1p) (FIGURA 16). Isto esta de acordo com relatos que afirmam
que o alginato de calcio é muito poroso (GOMBOTZ; WEE, 2012) e, portanto, exigiria
menor energia térmica para a perda de umidade e apresentaria massa residual
menor pela perda da agua contida nesses poros. Esta hipotese foi confirmada pela

sua reducao de volume de suas microparticulas, de aproximadamente 96,5%.

FIGURA 15 - TGA DAS MICROPARTICULAS NA REGIAO DE SECAGEM DE 30° - 240°C.
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FONTE: O autor (2020).
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FIGURA 16 — dTG DAS MICROPARTICULAS NA REGIAO DE SECAGEM DE 30° - 240°C.

0,0 4=

-0,2 4
-0,4 4

-0,6 4

dm/dT

-0,8 4
-1,0 4

-1,2 4

A100%

T T T T T
60 120 180 240

Temperatura (°C)

FONTE: O autor (2020).

FIGURA 17 — dTG e TGA das microparticulas A100% e A0% entre 30° - 240°C.
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FONTE: O autor (2020).

A substituicdo do alginato pela adicao de WPI ou as microparticulas de WPI
puro (A0%) apresentam perda de umidade mais similares entre si (FIGURA 17) e
bem mais lenta do que a observado para a microparticula de alginato puro, o que
pode ser atribuido a maior complexidade das biomoléculas proteicas e diversidade
da matriz utilizada. A desidratacdo é mais tardia, com pico de velocidade entre

164°C e 206,3°C. Esse fendbmeno pode ser atribuido a menor presenga de agua de
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hidratacéo, ou seja, entre 3,1 e 21,7% (FIGURA 17). Cerca de 96,5% da umidade

presente na microparticula de alginato puro sugere, que estas sejam melhores para
aplicagdes para substancia hidrofilicas e vice-versa (TABELA 5).

Ainda, o A100% pode ocluir, retida em suas cavidades microscopicas
internas, ou reter em falhas de rede do sistema “caixa de ovo” grande quantidade de
umidade nuclear (interna) (FIGURA 18), o que justifica a grande perda de massa até
240°C (96,5%). No caso do A0%, a perda de massa € bem menor (14,7%), também
pela perda de agua superficial e de agua nuclear, mas com menor intensidade, o
que pode ser atribuida a presenca de radicais hidrofébicos, principalmente
internamente as microparticulas, que revelam ndo serem tdo adequadas a criar uma

estrutura de hidrogel t&o rico em agua.

FIGURA 18- OCLUSAO DE ELEMENTOS NO MODELO “CAIXA DE OVOS” DO
ALGINATO.

FONTE: O autor (2020).

Detalhadamente, as microparticulas de WPI com adicdo de 20% de WPI
(A80%) apresentou comportamento atipico em relagcdo com as demais, sendo que
seu Tp € bem maior (FIGURA 16) e sua perda de massa foi menor do que as outras
associagdes (TABELA 5). Sugerindo a hipotese de que houve oclusdao de agua
nessa porcentagem de proteinas (20%), dificultando a saida de mesma. Enquanto
que nas demais, ha maior exposi¢cao da parte hidrofilica da proteina na porgao

externa, o que favorece a saida da agua de forma mais espontanea.
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4.2.2. Termoestabilidade

Os fendbmenos observados na TGA a partir de 240°C foram considerados
pir6lise em ambiente inerte (nitrogénio). Para o A100% e WPI puro (A0%) um evento
térmico foi detectado, enquanto que dois eventos térmicos com perda de massa
foram detectados até 650°C para as associagoes (A80%, A60%, A40%, A20%)
(FIGURA 19).

A temperatura de velocidade maxima (Tp2) para A100% pode ser observada
no dTGA em 276,9°C (FIGURA 20), com perda de massa de 0,9% (TABELA 5) no
TGA. Destacando que a maior parte da massa desta microparticula é agua (umidade
de 96,5%). Aparentemente, esse evento pirdlise pode estar relacionado a
decomposicao das ligagdes glicosidicas do alginato, perda dos grupos hidroxila e a
evolucdo do CO2 (ABDEL AZIZ; SALAMA; SABAA, 2018) (TABELA 6). Esta hipdtese
é reforgada pelas microimagens do MEV que seréo detalhadas.

Similarmente, um evento principal apdés 200°C foi relatado para
microparticulas de alginato carregadas com 6leo de hortela-pimenta, bem como com
sua associagao com quitosana. Para o alginato puro (como controle), um pico com
Tp de 235°C foi encontrado referente a degradacao polimérica (DEKA et al., 2016).
No entanto, dois picos foram encontrados para o alginato puro em estudos de
microencapsulacéo e filmes comestiveis (LIM; AHMAD, (2017) E ABDEL AZIZ;
SALAMA; SABAA, (2018)). Isto sugere que o padrdo de degradacgéo pode diferir da
fonte de alginato usada; o que pode ocorrer pela variagdo bioldégica da fonte de
obtencdo. Os primeiros autores ao microencapsular imidaclopride a base de Ca-
alginato-quitosana encontraram picos em uma faixa de 228,87°C a 280,65°C, sendo
esta correspondente a encontrada para o terceiro evento no presente estudo, e outro
pico em 589,04°C que foi atribuido a oxidagdo de residuos carbonaceos nas
particulas. Ja Abdel Aziz; Salama; Sabaa, (2018) ao produzirem filmes de alginato
com Oleo de mamona encontraram um pico em 246°C (Pm 44,0%), atribuida a
deterioragdo de ligagdes glicosidicas e perda de grupos hidroxilas e um segundo
em 261°C (Pm 22,0%) (TABELA 6). Assim, pode ser concluido que a velocidade
maxima de degradacgao do alginato é na ordem de 260 a 280°C, podem apresentar

um e, eventualmente, dois picos.



FIGURA 19 — TGA DAS MICROPARTICULAS ENTRE 240° - 650°C.
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FONTE: O autor (2020).

FIGURA 20 - dTG das microparticulas de 240° - 650°C.

600

0,0

-0,2 4
-0,4

08 A40% ABO%

A20%
089 Ago%

dm/dT

A0%

A100%

T T T T T T T T T T
240 300 360 420 480 540
Temperatura (°C)

FONTE: O autor (2020).

800

53



"(0z02) Joine O :31NO4

810¢
Yvavs ‘VAVIVS
-ZIZv 13agv

eouswijod ogdepelibag 'z
“Qo op
oednjoAs e a e[Ixolply

sodnub sop epJiad

e ‘seolp)sool|b segdeb| 022 ¢ 0192 ¢
sep oedisodwooeq | o'ty 'L 0'9%¢ 'L 0l 2N 0l - OV
seoluebioul

sepl|os sejnojued

Seu soadeuoqgied

12°]

020z Yo)ne O sonpjsal ap ogdepIxQ ‘el 6'9/2 0'c 0Z N 0l - OV
(urwy1)
(%) (Do) (Bw) (Uwyjw) ojuswioanbe
ajuo4 ouswQua4 e ) eaqsowey elajsowly ap exe] |euoldipy oJawyjjodolg
(enunuoo)

OI1071yO 3d OLVNIOTTY 3d 3Avaldvisaond3l- 9 viIaavl



"(0Z02) 401ne O :31NO4

seoluebioul sepljos
se|nojied seu soeoeUOgIED
sonpjsal ap oedepixo ‘g

oleulb|e op oede|Iuogieasap

@ oede|IxoqJeoasap 0'68S ¢
‘oedejelpisap ‘sedlp|sool|B 69082 0S
2102 ‘QVNHY -NIT sagdebl| sep eigany L - -1/8'82C 'L 0'9 ‘oonguIs Iy 0l euesolnp oV
ooLpwijod
9102 ‘le 12 wY3a ojajanbsa op oedepelbag - 0'seT’L - 0Z N 0} euesolnp oV
(uwy1)
(%) (Do) (Bw) (unwyjw) ojuawioanbe
ajuo4 ouswoua4 wy d] easoweyy Blajsowy ap exe] [euoIDIpY oJsawyjjodolg

qg

OIOTyD 3d OLVNIOTY 3d 3avarigv.Ls3aond3L- 9 vi3avl



56

Para microparticulas de WPl puro (A0%), o pico de temperatura de
velocidade maxima (Tpz) ocorreu a 336,2° C, Pn44,5% (FIGURA 20), o qual pode ser
atribuido a fragmentagéo de cadeias proteicas e, eventual, degradacéo oxidativa de
seus residuos (SILVA et al., 2016) (TABELA 6). O aspecto do residuo final contido no
interior do cadinho do TGA apés a analise era de cor preta. Esse residuo pode ser
concedido para uso como carvao. Neste caso, seria necessario determinar sua
porosidade para aplicar como carvao ativado. Caso seja baixa, também pode ser
aplicada a alimentos fantasia, como por exemplo “pizza negra” (CALHEIROS, 2019).

Eventos térmicos também foram relatados para a termodegradacéo do WPI
puro no estudo de incorporacdo de 6leo de urucum em WPI e sua associagdo com
amido modificado (SILVA et al, 2016). Assim, para o WPI puro, foi relatado pico
muito similar em 311°C, que revelou um perfil semelhante ao encontrado no
presente estudo, mas com temperatura inferior a 336,2°C (TABELA 7). Para a
producao de filmes em distintas condicbes com adigdo de WPI e glicerol (40, 50 e
60%) os picos foram de 369,3°C, 362,7°C e 350,3°C, sendo atribuido a degradagao
do principal componente proteico (RAMOS et al, 2013).

Ao comparar todas as outras microparticulas com combinagdes distintas
(A60%, A40% e A80%,) pode-se notar que estas apresentam dois eventos, exceto
para A20%, com um aumento significativo da espessura dos picos e com Tp de
452,9°C, 358,9°C, 340,3°C e 340,3°C, respectivamente. Esses valores sao proximos
ao descrito por Ramos et al (2013). Podendo notar que com a adigdo de WPI, ocorre
uma conformacgao estrutural entre a matriz proteina — polissacarideo que produz um
segundo fendmeno, evidenciado a diferenca de degradacéo entre os materiais de
parede utilizados.

A associacdo de ALG e WPI em diferentes misturas contribui com a
alteracdo de comportamento espessante ou gelificante e propriedades da superficie
para a estrutura, textura e estabilidade dos alimentos (DOUBLIER et al., 2000), o
que pode justificar os comportamento imprevisiveis por correlagdo direta de

concentracéo e Tp .
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4.2.3. Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

Ao contrario do descrito anteriormente (HOSSEINI et al., 2013; LOPEZ
CORDOBA; DELADINO; MARTINO, 2013), a analise de microparticulas umidas no
pbde ser realizada, pois as mesmas apresentavam um fendmeno de explosdo com
inclusive alteragcdo do minicadinho de aluminio. Ainda, mesmo o uso de amostras
secas nao foi realizado acima de 240°C, pois ocorria a deformagao do minicadinho;
impossibilitando detectar qualquer evento. Até 200°C, os termogramas para as
microparticulas secas (FIGURA 21) exibiram dois picos, o primeiro exotérmico e
outro endotérmico.

Este comportamento foi distinto dos estudos anteriores, onde o alginato
apresentava apenas um pico endotérmico a 76°C (6—10 mg, 10°C/min, 25- 300°C,
30 ml N2/min) para HOSSEINI et al, (2013). Para LOPEZ CORDOBA,;

DELADINO; MARTINO (2013), foi observado também um pico endotérmico
a 85°C (3-5 mg, 10°C/min, 25-300°C, fluxo e tipo de gas né&o relatado). Para
ALMURISI et al, 2020 o pico endotérmico ocorreu a 82°C (3,5 mg, 10°C/min, 25-
300°C, 50 ml N2/min).

O primeiro pico ocorreu entre 97,1° e 112,3°C, sendo que a entalpia
aumentou de intensidade conforme foi substituida pelo WPI, exceto para a A40%. Ja
um segundo pico, neste caso endotérmico, pode ser observado logo a seguir
(TABELA 8) sendo que a estimativa da entalpia era dificil de ser inferida pela
impossibilidade de detectar o inicio e fim do fenbmeno.

Para dirimir duvidas, os ensaios foram repetidos para todas as amostras e
calibradas com indio (Figura 22), confirmaram os resultados anteriores. Mesmo
assim, € possivel perceber que existe algum tipo de interagdo entre os biopolimeros
quando estdo na proporcao de quase 50% de cada um. O maior valor de Tpendo e
de Tpexo ocorreu para SA40% e SA60% Sendo a ultima mais provavel e escolhida

para estudo cinético em comparacéao as particulas puras.



FIGURA 21 —DSC DAS MICROPARTICULAS.
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FIGURA 22 - DSC DAS MICROPARTICULAS A100%, A60%, A0% E DO PRODUTO DE
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TABELA 8 - PARAMETROS DSC DAS MICROPARTICULAS DE WPI E CaALG.

Microparticulas Pico 2

Tp (°C) AH (KJ/g) Tp (°C)
A100% 97,1 633,9 99,7
A80% 106,0 936,9 107,0
A60% 112,3 719,8 114,3
A40% 110,3 4114 111,6
A20% 110,7 1278,5 112,5
A0% 107,5 1014,4 108,5

FONTE: O autor (2020).
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4.3. PARAMETROS CINETICOS DE SECAGEM POR OZAWA

Devido ao comprometimento do equipamento utilizado, a cinética foi
realizada somente nas microparticulas puras (A100% e A0%) e em uma de suas

associagdes, A60%. Para todas as microparticulas, a regressao linear apresentou

coeficiente de determinacéo satisfatorio (0,9716, 0,9998, 0,9199) (FIGURA 23).

As retas para estimativa energias de ativagcdo sado paralelas entre si e os
valores de 48.312,8, 49.041,2 e 44.949,6 J/mol, em diferentes conversbes sao

proximos (TABELA 9). Sugerindo a unido dos mecanismos de reagao ou até mesmo

um unico mecanismo (ROSA et al, 2019).
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FIGURA 23 — CURVAS OBTIDAS PELO METODO DE OZAWA.
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FONTE: O autor (2019).

TABELA 9 — VALORES DE Ea DAS MICROPARTICULAS.

Microparticula Energia de Ativacao R?
(Ea)
A100% 48.312,8 J/g 0,9716
A60% 49.041,2 J/g 0,9998
A0% 44.949,6 J/g 0,9199

FONTE: O autor (2020).

4.4, INTERAGAO MOLECULAR DE ALGINATO E WPI

A espectroscopia de infravermelho por refletancia total atenuada (FTIR-
ATR) avalia estrutura molecular com base em pico de frequéncia de vibracao
especifica dos atomos que a compdem e é fungado da forma da superficie de energia
potencial da molécula, da geometria molecular, das massas dos atomos e,
eventualmente, do acoplamento vibracional. Neste ultimo caso, sendo usado para
determinar interagao intermolecular (TABELA 10) (TOZETTO; MOTTIN DEMIATE;
NAGATA, 2007).

Os espectros de FTIR-ATR dos dois biopolimeros puros apresentam alguma
semelhancga, o que também ocorre para as microparticulas com adicdo de 40% de
WPI (A60%) (FIGURA 24). Por outro lado, as microparticulas com adigdo de 20
(A80%), 60 (A40%) e 80% de WPI (A20%) tiveram comportamento similares entre si,

mas distintos dos biopolimeros puros.
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FIGURA 24 - ESPECTROS FTIR-ATR PARA AS MICROPARTICULAS
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FONTE: O autor (2020).

Para microparticulas de alginato puro (A100%), picos de 3051 cm™ e 2915
cm' foram observados (FIGURA 24) e correspondem ao estiramento do grupamento
OH- e CH- (LAWRIE et al., 2007). Os picos entre 1636 cm™', 1525 cm™ e 1234 cm™
foram atribuidos a presenga de COz2-. O pico 1037 cm-' referente a ligagado -COC do
grupo acido (RCOOH) (FAIDI et al., 2019; HASHIM et al., 2019; PEREIRA et al.,
2019) sugere que nem toda carboxila do alginato estéa ligada a ions metalicos, sendo
que a 882 cm! foi identificada vibragdo da ligagdo Ca-O (SAMANTA; RAY, 2014)
(TABELA 11).

Para microparticulas de WPI puro (A0%), o pico observado em 3039 cm-' foi
atribuido as vibragdes -OH e NH de grupos livres e ligados (OZEL; AYDIN; OZTOP,
2019). Os picos de vibragdes de -CH (2909 cm), -CO (1599 cm™') e =CN e -NH
(1426 cm™') de bandas de amida | (estrutura primaria) e Il (estrutura primaria) sao
compativeis com a estrutura de proteinas. Picos abaixo de 1200 cm-', como
detalhado a seguir, surgem devido a deformacgao e sao atribuidos aos alongamentos
de ésteres de CO-O (LEKSHMI et al., 2019) (TABELA 12).

A similaridade entre os espectros das trés misturas que tiveram

comportamento distintos dos biopolimeros puros sugere que haja interacdo entre
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eles que provoca acoplamento vibracional e que n&o permite suas vibragdes
independentes. Por outro lado, a adigao de 40% de WPI (A60%) impossibilita essa

interacdo com aparecimento dos picos 3 e 4 (TABELA 13 em negrito).
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45. MICROMORFOLOGIA E COMPOSICAO DAS
MICROPARTICULAS (PONTUAL E POR MAPEAMENTO)
4.5.1. Efeito do congelamento na micromorfologia externa
e interna das microparticulas
4.5.1.1. Efeito do congelamento na micromorfologia externa de

microparticulas de alginato puro

As estruturas da microparticula de A100% nao congeladas (FIGURA 25A)

apresentam uma superficie pouco irregular quando comparada com a tratada com

congelamento. A ultima foi afetada drasticamente pelo congelamento (FIGURA 25B),

sendo sua superficie extremamente irregular atribuida a cristalizacdo da agua

durante a solidificag&o. Isto contribui com saida da agua através dos poros criados

pelos cristais de gelo de modo a criar essa estrutura enrugada. Por outro lado, a

microparticula ndo congelada teve a saida da agua por toda a superficie, mas sem

caminhos de fluxo preferencial e que resultou numa superficie mais plana. Mesmo

assim, essa particula ndo é esférica e apresenta depressbes, 0 que sugere uma

estrutura anisotropica. Algumas regides da esfera tém maior teor de agua que outras

e sua auséncia depois da secagem provocam as depressdes pequenas e grandes.

FIGURA 25 — MICROIMAGEM DAS SUPERFICIES EXTERNAS DE MICROPARTICULAS
DE A100% CONGELADAS (B) OU NAO (A).

FONTE: O autor (2020).
LEGENDA: A- ndo congelada 45x, B- congelada 45x.
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4.5.1.2. Micromorfologia interna de microparticulas congeladas

de alginato puro

Nao foi possivel produzir particulas secas nao congeladas devido a
fragmentagdao superabundante, o que produziu inumeros microfragmentos sem
possibilidade de manipulagcdo adequada. No caso da microparticula congelada e
cortada neste estado da matéria (FIGURA 26C) foi notado grandes cavidades em
sua porcao interna, o que confirma a hipétese de retencdo de massas compostas
preponderantemente de agua. Assim, sua volatilizagdo devido a técnica de preparo
da amostra para o MEV produziu regides com cavidades de diferentes dimensodes
dependendo da localizagcdo. Uma camada externa com distintas espessuras, de
13,31 um a 9,93 um (FIGURA 26D,E), foi observada. Este fenbmeno pode ser
atribuido a diferentes distribuicdes de moléculas de alginato na gota de producéo de
esferificacdo e que, apés mergulhar na solugéo de cloreto de calcio produziu essa
camada com diferentes espessuras (FIGURA 26D).

Com ampliagdo maior (2000x) ha inumeros pequenos agrupamentos
estruturais (inferiores a 1 ym) independente das regides com dobraduras maiores
(FIGURA 26E) ou menores (FIGURA 26F) do alginato de calcio produzido. Em
ampliagdo maior ainda (5000x, FIGURA 27G,H), esses cristais sdo na ordem de 0,3
pm, sendo que num aumento de 10.000x (FIGURA 271) foi possivel detectar essas
microestruturas com tamanho inferior a 0,05 pm. Isto pode ser atribuido a
cristalizagdo de cloreto de calcio. Ainda, a diferenca de tamanho destas
microestruturas sugere que a formacgao do sistema “caixa de ovo” ndao é uniforme,
mesmo tendo somente alginato como biopolimero de hidrogelificagcdo. Logo, nao

existem uniformidades em termos de macro e microestrutura.
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FIGURA 26- MICROIMAGEM INTERNA DAS MICROPARTICULAS A100%.

a5x c 2000x

FONTE: O autor (2020).
LEGENDA: C- congelada e cortada 45x, D- camada superficial 2000x, E- porg¢éo
externa 2000x, F- porcao interna 2000x.
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Os resultados supracitados foram compativeis com outros estudos. Para
Pereira et al, (2019), que analisou a quitosana e o alginato como encapsulantes da
lipase de Yarrowia lipolytica, o processo de congelamento produz cavidades pela
expansao de cristais de gelo. Isto permite que durante a secagem os demais
constituintes sejam contraidos provocando a mudanga no volume e na estrutura.

Ainda, para microparticulas de alginato de soédio associada com bagaco de
cana nao congeladas e secas contendo o probiodticos L. rhamnosus NRRL 442. A
presenca de superficies lisas e porosas foram descritas para as particulas de
alginato puro. No caso da presenca de bagaco, o que se diferenciava com a adigao
da outra matriz (SHAHARUDDIN; MUHAMAD, 2015).

As microparticulas formuladas a base de hidrogel aprisionam a agua
através de forgas ibnicas, ligacdes de hidrogénio e interagdes hidrofébicas e/ou
arranjos moleculares, permitindo a formagao de estruturas tridimensionais. Apos ser
submetido ha elevadas temperaturas, a parede dessas microparticulas pode ser
rompida e/ ou apresentarem caracteristica porosa isso devido a saida brusca da
agua, que enfraquece a estrutura (BELSCAK-CVITANOVIC et al, 2015). Ainda,
Bastos et al, (2018) notou distintos tamanhos, formas e superficies irregulares ao
avaliar distintos parametros na microencapsulagdo com alginato de sddio e
lactoferrina, o que se percebe ao comparar com as microparticulas congeladas

convencionalmente antes de serem secas.

FIGURA 27 — MICROIMAGEM DAS SUPERFICIES INTERNAS DE MICROPARTICULAS DE A100%

FONTE: O autor (2020).
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451.3. Efeito do congelamento na micromorfologia

externa de microparticulas de WPI puro

A microparticula de WPI puro apresentou aspecto morfolégico bem distinto
da microparticula de alginato puro, sendo que esta ultima, se nao congelada
(FIGURA 28A), era mais esférica. Ainda, no caso de congelamento (FIGURA 28B), a
microparticulas de WPI sofreu menor alteragdo do aspecto morfolégico externo. A
microparticula de WPI pura (A0%) nao congelada e, posteriormente seca para
visualizagdo no MEV (FIGURA 28A), apresentou superficie irregular e rugosa. Isto
sugere que ha um rearranjo durante o congelamento que produz uma superficie
menores depressdes e rugosidades. Esse fendmeno pode ser atribuido a migracao
da agua para a superficie da microparticula durante a formagao dos cristais de gelo.
A porcao mais interna da microparticula WPI pura deve apresentar uma por¢ao mais
interna com caracteristica hidrofébica com menor teor de agua ocluida e uma porgéo
mais externa dirigida para a solucao de cloreto de calcio (CaCl2) no momento de
hidrogelificacdo. Esta camada deve conter mais agua ocluida. Durante o
congelamento, a contracdo da estrutura e o desenvolvimento de cristais de gelo
superficial devem contribuir para sua contracdo, mas sem aparecimento e tanta

rugosidade.

FIGURA 28 — MICROIMAGEM DAS SUPERFICIES EXTERNAS DE
MICROPARTICULAS DE A0% CONGELADAS (B) OU NAO (A).

FONTE: O autor (2020).
LEGENDA: A- ndo congelada 45x, B- congelada 45x.
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45.1.4. Micromorfologia interna de microparticulas

congeladas de WPI puro

Do mesmo modo que observado para as microparticulas secas nao
congeladas de alginato puro (A100%), as de WPI puro (A0%) também n&o puderam
ser cortadas devido a microfragmentagao inoportuna do material que impossibilitava
a manipulacéo.

A superficie interna da microparticula congelada e cortada (FIGURA 29C)
revelou uma superficie lisa e densa (FIGURA 29D), sendo mais irregular préximo a
superficie (FIGURA 29F). Na porgdo bem interna também pode ser observada a
oclusdo de matéria compativel com cristais de cloreto de calcio (FIGURA 29D). Nas
porcdes externas indicadas na FIGURA 29C, é visivel alguns dobramentos (FIGURA
29E, na diagonal descendente da imagem) e pequenas depressdes (FIGURA 29F).
Em uma amplificagdo maior (5000x. FIGURA 30G,H), o efeito relatado € detalhado e
revela a continuidade superficial que é compativel com a atribuicdo e denominacgao
de material de parede. Isto sugere que seu emprego para liberacdo deve ser
baseado na sua metabolizagdo no sistema entérico para disponibilizar o principio
encapsulado, pois ha falta de porosidade.

Esses resultados confirmam a hipotese de rearranjo estrutural das proteinas
e da saida de agua da estrutura com a oclusao de sal. Eles também s&o compativeis
com o relato de que as proteinas acabam formando uma fina camada na qual suas
moléculas se unem através de interagdes hidrofobicas no processo de secagem.
Dessa forma a evaporagao da agua forma uma camada sem grandes cavidades e
estavel, que contribui com a elasticidade e flexibilidade, e com reducdo de seu
tamanho da microparticula (WANG; JIANG; ZHOU, 2013).
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FIGURA 29 - MICROIMAGEM DAS SUPERFICIES INTERNAS DAS
MICROPARTICULAS A0%.

FONTE: O autor (2020).
LEGENDA: C- congelada e cortada 45x, D- camada interna 2000x, E- porg¢éo externa 2000x,
F- porgéo externa 2000x.

FIGURA 30 —-MICROIMAGEM DAS SUPERFICIES INTERNAS DE
MICROPARTICULAS DE A0%.

FONTE: O autor (2020).
LEGENDA: G — 5000x, H- 5000x.
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45.1.5. Efeito do congelamento na micromorfologia de

associacdes das microparticulas

Em termos gerais (FIGURA 31), sera demonstrado que a micromorfologia
das microparticulas foram tdo proximas as do polimero preponderante na
associacao (A100%-A e A80%-B, bem como A20%-E A0%-F), sendo que a as duas
intermediarias (A60%- C e A40%-D) apesentaram morfologia similares entre si.

Similarmente ao observado para microparticulas puras de alginato (A100%)
e WPl (A0%), o congelamento provoca uma maior rugosidade superficial,
confirmando a hipétese de rompimento do material de parede (FIGURA 26, 29), para
as associacoes de biopolimeros. Ainda, a rugosidade é tanto maior quanto maior o
teor de alginato (FIGURA 31). Destaca-se que a particula de WPI pura (FIGURA 28)
tem aspecto muito compacto € menos esférico. Ainda, a substituicdo gradativa do
alginato de sua microparticula pura (A100%) por WPI produziu menor presenca de
cavidades internas.

A substituicado de 20 (A80%), 40 (A60%) e 60% (A40%) de WHPI
apresentaram caracteristicas superficiais e internas mais similares as de alginato
puro (A100%). Isto confirma a hipétese de que o alginato fica mais externo pela sua
maior propriedade hidrofilica do que o WPI. Concomitantemente, as microparticulas
retém porgdes de agua que produzem algumas cavidades, por exemplo, para o
A80% (FIGURA 31).
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FIGURA 31 — EFEITO DO CONGELAMENTO PREVIO OU NAO NA SUPERFICIES DAS
MICROPARTICULAS A80% E A60% (continua).

Previamente ndo congelada Previamente congelada

A80%

AG0%

FONTE: O autor (2020).
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FIGURA 31 — EFEITO DO CONGELAMENTO PREVIO OU NAO NA SUPERFICIES DAS
MICROPARTICULAS A40% E A20%

Previamente nao congelada Previamente congelada

A40%

A20%

FONTE: O autor (2020).
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FIGURA 32 — AUMENTO DA DENSIDADE INTERNA DE MATERIA DEVIDO A SUBSTITUIGAO DO
ALGINATO PELO WPI.

FONTE: O autor (2020).
LEGENDA: Microparticulas em 45x A- A100%, B- A80%, C- A60%, D- A40%,
E- A20%, F- A0%
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A associagao (FIGURA 33D) de A80% apresentam uma camada superficial
(ou de parede) com 12 a 15 um. As porgdes internas, similarmente a de alginato
puro (A100%, FIGURA 26D) apresentam superficie mais rugosa do que a do WPI
puro (A0%, FIGURA 32F). No interior da microparticula de A80% ocorre o
aprisionamento de alguns cristais de calcio (FIGURA 33E) e algumas rugosidades,

que se estendem como semiesferas (FIGURA 33F) ao longa da superficie.

FIGURA 33 — MICROIMAGEM DAS SUPERFICIES INTERNAS DAS MICROPARTICULAS A80%

FONTE: O autor (2020).
LEGENDA: D — 2000x, E- 2000x, F- 2000x.

As microparticulas com 40% de WPI (A60%) e com 60% de WPI (A40%)
mostraram comportamento morfoldgico interno similares entre si (FIGURA 34, 35) e
distintos das demais. A parede da microparticula com 40% de WPI (A60%, + 86 pym)
era menos espessa do que a de 60% de WPI (A40%, + 32 pym).

FIGURA 34 — MICROIMAGEM DAS SUPERFICIES INTERNAS DAS MICROPARTICULAS A60%

FONTE: O autor (2020).
LEGENDA: D — 1000x, E- 2000x, F- 2000x.
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FIGURA 35 — MICROIMAGEM DAS SUPERFICIES INTERNAS DAS MICROPARTICULAS A40%

FONTE: O autor (2020).
LEGENDA: D — 2000x, E- 2000x, F- 2000x.

Microparticulas com 80% de WPI (A20%) apresentam algumas regides
uniformes (FIGURA 36A) e outras nao (36B,C). Todas sdo continuas, o que nao
permite delimitar o material mais denso (de parede), ou seja, o WPI esta
amplamente disperso na microparticula. Com esta ampliacdo de 2000x, pequenas
depressdes e fissuras foram visualizadas podendo ser atribuidas a rearranjo

estrutural dos biopolimeros.

FIGURA 36— MICROIMAGEM DAS SUPERFICIES INTERNAS DAS MICROPARTICULAS A20%.

FONTE: O autor (2020).
LEGENDA: D — 2000x, E- 2000x, F- 2000x.
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Neste contexto, o aspecto microestrutural ndo justifica o comportamento
similar observado entre a microparticula de associagdo com 40% de WPI (A60%) e
as microparticulas puras de WPl (A0%) e alginato (A100%) em relagdo a
termoestabilidade, observado na TGA, e interacao molecular, observado na FTIR-
ATR. Ainda, a micromorfologia da associagdo com 60% de WPI (A40%) era parecida
com a de 40% (A60%). As associagdes de 20 (A80%) e 80% (A20%) de WPI ficaram

parecidas com o alginato puro (A100%) e WPI puro (A0%), respectivamente.

4.5.2. Microanalise pontual das microparticulas.

A composicdo de microparticula de alginato (A100%) avaliada  por
espectroscopia por energia dispersiva (EDS) ndo foi previsivel, pois houve muita
variagao de teores, seja determinado pontualmente ou por mapeamento completo.
Carbono, oxigénio, calcio, cloro e soédio foram detectados como constituintes desta
microparticula. A substituicdo gradativa do alginato por WPI revelou a presenca de
nitrogénio, fosforo, magnésio, potassio e enxofre, mas também sem possibilitar
previsibilidade (TABELAS 14, 15, 16, 17, 18, 19).

A concentragdo de calcio seja interno ou externo foi maior para
microparticula de alginato puro (A100%) (FIGURA 37). A conformagao molecular do
alginato de calcio prevista no modelo “caixa de ovos” justifica esse resultado. Assim,
para elementos como o sédio, sua baixa concentragao por exemplo € justificada,
através da substituigdo dos ions sodio (Na +) pelos ions calcio (Ca 2+), dado pelo
processo de gelificagdo (RAMOS et al, 2018). A discrepancia encontrada para A40%
na porgao interna pode ser decorrente da oclusao de uma microgota de cloreto de

célcio da solugao geradora de microparticula de hidrogel.



FIGURA 37- TEOR DE CALCIO MEDIO (n=5) ENTRE AS
MICROPARTICULAS

20,0 - I 20,0
16,0 1 L 16,0
O o
2 12,0 1 - 12,0 2
[ o
£ -]
= 80 Pgo 2
o, ® o,
40 - ° L 4,0

T b4 o ¢
0,0 4 & - . ; 0,0
0 20 40 60 80 100
ALG, %

FONTE: O autor (2020).

FIGURA 38- ESPECTROS A100%
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FONTE: O autor (2020).

TABELA 14 — CONCENTRACAO DOS ELEMENTOS EM % DE A100%.

C 0] Ca Cl Na
Espectro 18 (A) 54,0 27,8 10,2 6,9 1,2
Espectro 19 (B) 39,8 17,2 27,1 14,9 1,1
Espectro 20 (C) 38,5 29,6 15,2 11,5 5,2
Espectro 21 (D) 45,9 33,8 9,0 8,9 24
Espectro 22 (E) 41,6 251 8,3 14,9 9,9

FONTE: O autor (20120).
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Para as associagbes de ALG com WPI os valores para calcio foram
diminuindo tendo apenas no interior uma concentragdo maior do que dos outros
espectros (FIGURAS 39, 40, 41, 42).

FIGURA 39— ESPECTROS A80%
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FONTE: O autor (2020).

TABELA 15 — CONCENTRAGCAO DOS ELEMENTOS EM % DE A80%.

C ) Ca Cl Na N
Espectro 23 (A) 47,3 391 0,7 0,7 1,4 10,8
Espectro 24 (B) 39,9 9,5 8,8 31,7 10,0 -
Espectro 25 (C) 54,3 41,0 0,7 1,0 3,0 -
Espectro 26 (D) 45,2 31,7 0,6 0,8 3,6 18,1
Espectro 27 (E) 75,7 23,0 0,9 0,3 - -

FONTE: O autor (2020).
FIGURA 40 — ESPECTROS A60%
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FONTE: O autor (2020).
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TABELA 16 — CONCENTRACAO DOS ELEMENTOS EM % DE A60%.

C 0] Ca Cl Na N
Espectro 28 (A) 59,3 26,8 1,7 0,6 0,4 11,3
Espectro 29 (B) 54,9 27,7 3,2 1,1 0,7 12,4
Espectro 30 (C) 53,0 30,1 1,3 0,6 0,6 14,4
Espectro 31 (D) 47,3 34,3 1,6 0,8 1,7 14,4
Espectro 32 (E) 59,4 245 2,0 0,8 0,5 12,8

FONTE: O autor (2020).

FIGURA 41 — ESPECTROS A40%
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FONTE: O autor (2020).
TABELA 17 — CONCENTRACAO DOS ELEMENTOS EM % DE A40%.
C O Ca Cl Na N P
Espectro 33 (A) 46,8 29,9 0,3 0,2 0,5 22,3 -
Espectro 34 (B) 59,2 33,0 6,4 0,9 0,5 - -
Espectro 35 (C) 50,8 27,5 1,0 0,5 0,5 19,7 0,1
Espectro 36 (D) 52,4 28,2 0,9 0,2 0,5 17,7 0,1
Espectro 37 (E) 48,7 29,0 0,2 0,1 0,4 21,7 -
FONTE: O autor (2020).
FIGURA 42 — ESPECTROS A20%.
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FONTE: O autor (2020).
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TABELA 18 — CONCENTRAGCAO DOS ELEMENTOS EM % DE A20%.

C 0] Ca Cl Na N P
Espectro 38 (A) 51,0 26,9 0,5 0,6 0,2 20,7 -
Espectro 40 (B) 54,0 241 1,0 2,0 1,1 18,0 -
Espectro 41 (C) 55,8 21,6 1,4 3,5 1,3 16,3 -
Espectro 42 (D) 53,5 25,4 0,9 1,8 1,1 17,3 -
Espectro 43 (E) 55,3 242 1,2 1,3 0,3 17,8 -

FONTE: O autor (2020).
FIGURA 43 — ESPECTROS A0%
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TABELA 19 — CONCENTRACAO DOS ELEMENTOS EM % DE A0%.
C O Ca Cl Na N P Mg K S
Espectro 1 (A) 654 239 1,9 1,1 0,2 7,2 0,2 0,4 - -
Espectro2 (B) 36,0 40,1 0,8 0,6 1,1 2,7 0,1 8,2 - -

Espectro 3 (C) 57,8 17,6 1,7 0,9 0,9 7,0 0,2 - 0,1 -
Espectro4 (D) 59,2 20, 2,2 4,2 0,8 12,0 - - 02 1.2
Espectro 5 (E) 58,0 23,1 3,2 1,6 0,3 13,3 - - - 0,7

FONTE: O autor (2020)

A microanalise por pontos € realizada a partir da determinagdo de pontos
aleatorios na superficie da amostra, ndo sendo possivel a determinacédo geral de
forma quantitativa dos teores dos elementos presentes nas microcapsulas, sendo

assim, a microanalise por mapeamento foi aplicada.
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4.5.3. Microanalise por mapeamento das microparticulas

A substituicdo de alginato por WPI n&o altera sensivelmente o teor de
carbono, elemento primordial dos biopolimeros (Tabela 20). O teor de oxigénio foi
maior para microparticulas de WPI e de suas associagbes. O teor de calcio
aumentou com o incremento de WPI, sendo que para A60% o teor foi similar. Essa
associacido correspondeu ao comportamento atipico revelado pela TGA e FTIR-
ATR. Os demais elementos detectados (P, K e S) apresentaram teores muitos baixo
para proposi¢cao de alguma hipétese. Estranhamente, nédo foi detecto nitrogénio
nesta técnica, sendo que € um elemento relevante na composi¢cao proteica, ou seja,
do WPI.

As microparticulas de alginato puro (A100%) apresentam menor teor de
calcio superficial do que a porgéo interna (FIGURA 44). O sédio é o contraion do
alginato, o qual deveria ter sido substituido completamente pelo calcio. Isto pode ser
justificado pela migracdo em conjunto com as moléculas de agua no processo de

secagem. Esta hipotese é reforcada pelo aumento simultanea de cloreto.

TABELA 20- CONCENTRACAQO DOS ELEMENTOS EM %.

Superficie C 0] Ca Cl Na P K

A100% Externa 67,1 52 0,1 16,8 10,6 - -
Interna 67,9 59 0,2 15,5 10,5 - -

A80% Externa 63,4 12,2 0,9 13,2 8,8 - -
Interna 52,0 57 0,2 25,0 16,3 - -

A60% Externa 65,7 27,4 29 2,5 0,6 0,1 0,1
Interna 66,6 242 29 3,8 1,5 - 0,1

A40% Externa 69,8 25,1 2,1 1,5 0,3 0,1 0,1
Interna 67,8 249 1,7 3,1 1,4 - 0,1

A20% Externa 75,4 20,0 1,7 1,6 0,1 0,1 0,1
Interna 72,7 21,6 2,0 21 0,3 0,1 0,1

A0% Externa 701 19,8 3,0 51 0,7 - 0,1

Interna 70,7 241 2,1 1,4 0,3 0,3 0,1

FONTE: O autor (2019).



FIGURA 44- MAPEAMENTO SUPERFICIAIS DE Ca, O, Cl, Na e C.

FONTE: O autor (2019).
LEGENDA: A — porcao externa, B- porgéo interna.
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5. CONCLUSOES

Este estudo evidencia que pela metodologia utilizada é possivel produzir
microparticulas a partir da substituicdo do alginato por WPI puro e em diferentes
proporgoes.

As anadlises de caracterizagdo indicaram que, de forma geral, & factivel
substituir o alginato por WPI, seja totalmente ou parcialmente. No entanto, o
comportamento térmico, a interagdo molecular, a micromorfologia e a composigao
variam.

Os tamanhos das particulas Umidas sao similares e dependendo da
composic¢ao polimérica reduz drasticamente o tamanho depois de serem secas. As
hidroesferas de alginato contem mais agua e sdo desmprendidas mais facilmente. A
pirdlise das particulas ocorre em temperaturas muito superiores a de desidratagao,
sendo que é mais tardia para as com WPI. As variagdes quantitativas dos
biopolimeros na composicdo da hidroesfera afetam a interacdo molecular e a
micromorfologia. A microcomposigao das particulas é dependente da formulagéo.

Essas caracteristicas devem ser compativeis com o objetivo de sua
aplicacdo. Por exemplo, as de WPI puro ndo sdo adequadas para liberagao dirigida
de moléculas, pois sdo quebradigas e amorfas. As de alginato puro facilitam a
liberacdo devido sua alta porosidade. Assim, as formas associativas podem ser
melhores, facilitando a interagdo com agente encapsulado hidrofilico e hidrofébico,

bem como com a disposigdo de uma gama maior de elementos quimicos.
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