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RESUMO

As emulsdes representam sistemas coloidais onde uma fase liquida é dispersa em
outra, sendo ambas imisciveis. Esses sistemas sdo amplamente utilizados em
diversas industrias. Na industria alimenticia, por exemplo, encontram-se em produtos
como maionese e leite. Ja na industria de cosméticos, sdo comuns em cremes e
maquiagens. Um tipo especifico de emulsdo, ainda ndo comercializado, sdo as
emulsdes agua-em-agua (A/A), que consistem em dois polimeros soluveis em agua
que tendem a separacao fases quando misturados. As emulsdes A/A mimetizam
ambientes bioldgicos, apresentando, portanto, um potencial significativo para
aplicagées em cultivo celular 3D, biolubrificantes e separagdo de biomoléculas ou
simplesmente na produgcdo de emulsdes livres de 6leo. Ao contrario das emulsdes
convencionais, as emulsdées A/A nao podem ser estabilizadas por surfactantes
devido a interface mais espessa e a baixa tensao interfacial desses sistemas. Uma
alternativa promissora para impedir a separacdo de fases em emulsdes A/A é a
adsorcao de particulas solidas na interface liquido-liquido, resultando nas chamadas
emulsées de Pickering. Neste contexto, buscando a formulagdo de emulsbes
estaveis, emulsbées A/A foram preparadas pela mistura de dispersdes dos
polissacarideos amilopectina (AMP) e hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), com
diferentes concentracées de nanoparticulas de gliadina (NPG) para a estabilizagao,
variando de 0,05 a 1 % (m m™). Baseando-se no diagrama de fases da mistura
AMP/HPMC, foram formuladas emulsbées de AMP em HPMC com concentracdes
poliméricas de 1,26 % e 0,77 % (m m™'), respectivamente, e de HPMC em AMP com
concentragdes de 4,62 % e 0,29 % (m m™), respectivamente. As diferentes
emulsdes preparadas foram caracterizadas de forma macroscopica e microscépica,
através da microscopia confocal a laser. No Ponto 1, com HPMC como fase
continua, as NPG nao foram capazes de estabilizar as emulsdes por mais de 48
horas. No Ponto 2, com AMP como fase continua, volumes emulsionados foram
observados por até 35 dias de estabilizagdo. Em ambos os pontos, 0 mecanismo de
estabilizacdo observado foi por efeito Pickering. As NPG utilizadas foram
caracterizadas por espalhamento de luz dinAmico e microscopia de forga atdbmica,
apresentando formato esférico e tamanho médio de 207,9 nm em pH 5. Esses
resultados sao pioneiros na utilizacdo de NPG para a estabilizacdo de emulsdes
A/A, destacando-se especialmente pelo emprego de polimeros de grau farmacéutico
e a substituicdo de particulas de origem animal por vegetais. Este estudo abre novos
caminhos para pesquisas adicionais visando aumentar ainda mais a estabilidade das
emulsdes formadas e potencialmente introduzir emulsées A/A no mercado.

Palavras-chave: Pickering; emulsao agua-em-agua; amilopectina;
hidroxipropilmetilcelulose; gliadina; nanoparticulas.



ABSTRACT

Emulsions represent colloidal systems where one liquid phase is dispersed within
another, with both being immiscible. These systems are widely used in various
industries. In the food industry, for example, they are found in products like
mayonnaise and milk. In the cosmetics industry, they are common in creams and
makeup. A specific type of emulsion, not yet commercialized, is water-in-water (W/W)
emulsions, which consist of two water-soluble polymers that tend to separate phases
when mixed. W/W emulsions mimic biological environments and therefore have
significant potential for applications in 3D cell culture, biolubricants, biomolecule
separation, or simply in the production of oil-free emulsions. Unlike conventional
emulsions, W/W emulsions cannot be stabilized by surfactants due to the thicker
interface and low interfacial tension of these systems. A promising alternative to
prevent phase separation in W/W emulsions is the adsorption of solid particles at the
liquid-liquid interface, resulting in so-called Pickering emulsions. In this context,
aiming to formulate stable emulsions, W/W emulsions were prepared by mixing
dispersions of the polysaccharides amylopectin (AMP) and hydroxypropyl
methylcellulose (HPMC) with different concentrations of gliadin nanoparticles (GNP),
ranging from 0.05 to 1 % (m m"). Based on the phase diagram of the AMP/HPMC
mixture, emulsions of AMP in HPMC were formulated with polymer concentrations of
1.26 % and 0.77 % (w w'), respectively, and HPMC in AMP with concentrations of
4.62 % and 0.29 % (w w'), respectively. The different emulsions prepared were
characterized both macroscopically and microscopically using laser confocal
microscopy. At Point 1, with HPMC as the continuous phase, the NPGs were unable
to stabilize the emulsions for more than 48 hours. At Point 2, with AMP as the
continuous phase, emulsified volumes were observed for up to 35 days of
stabilization. In both points, the observed stabilization mechanism was via the
Pickering effect. The GNPs used were characterized by dynamic light scattering and
atomic force microscopy, exhibiting a spherical shape and an average size of 207.9
nm at pH 5. These results are pioneering in the use of NPGs for the stabilization of
W/W emulsions, particularly noteworthy for the use of pharmaceutical-grade
polymers and the replacement of animal-derived particles with plant-based ones.
This study paves the way for further research aimed at enhancing the stability of the
formed emulsions and potentially introducing W/W emulsions to the market.

Keywords: Pickering; water-in-water emulsion; amylopectin; hydroxypropyl
methylcellulose; gliadin; nanoparticles.
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1 INTRODUGAO

As emulsdes tém desempenhado um papel significativo ao longo da histéria
da ciéncia e da industria, representando sistemas coloidais nos quais goticulas
liquidas e/ou cristais liquidos estdo dispersos em outro liquido, sendo ambos
imisciveis. Desde os primeiros estudos sobre emulsificacdo até os avancgos
modernos em estabilizacado e formulacao, esses sistemas complexos sao essenciais
em uma ampla gama de aplicagdes industriais, incluindo alimentos, cosméticos,
farmacéuticos e agroindustriais.

Dentro da classificacdo das emulsdes, destacam-se as emulsdes agua-em-
agua (A/A), que se distinguem pela presenga de duas fases poliméricas aquosas
imisciveis. Esta categoria, considerada ndo convencional, apresenta propriedades
unicas que a torna extremamente interessante para aplicagdes industriais. Além de
serem biodegradaveis e biocompativeis, as emulsdes A/A sao livres de dOleo e
surfactantes, oferecendo uma alternativa promissora aos sistemas convencionais.

Na industria alimenticia, por exemplo, as emulsdes A/A podem ser utilizadas
como modificadores sensoriais, melhorando ndo apenas a textura e a estabilidade
dos produtos, mas também sua aceitagdo pelo consumidor. Da mesma forma, no
campo biomédico, essas emulsdes representam uma ferramenta valiosa, servindo
como matrizes para o cultivo celular 3D, onde proporcionam um ambiente
compativel e eficiente para o crescimento celular, aléem de serem sistemas de
encapsulacgao para agentes bioativos.

No entanto, a estabilizacdo das emulsbes A/A apresenta desafios
significativos devido a sua interface mais espessa que em sistemas 6leo-em-agua, a
baixa tensao interfacial, e praticamente a mesma constante dielétrica nas duas
fases, o que impede sua estabilizacdo por surfactantes convencionais. Uma solug¢ao
para este problema é o uso de nanoparticulas, que se adsorvem na interface liquido-
liquido, criando uma barreira fisica que impede a coalescéncia das fases. Este
fendmeno, conhecido como estabilizagao por efeito Pickering, tem sido amplamente
estudado em emulsdes O6leo-em-agua, destacando a necessidade de pesquisas
adicionais relacionadas a estabilizagcao de emulsdes A/A.

Além dos desafios técnicos, € importante considerar o impacto ambiental e
econdmico das emulsdes. A medida que a demanda por alternativas sustentaveis

cresce, sistemas como as emulsbées A/A ganham destaque devido a sua
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biodegradabilidade e a reducdo do uso de oleo e substancias quimicas sintéticas,
como surfactantes. Além disso, a maioria das pesquisas tem focado na utilizacédo de
proteinas de fonte animal (como proteinas do leite) para a estabilizagao de sistemas
A/A, o que reforca a necessidade de pesquisas com nanoparticulas de origem
vegetal para estabilizacdo de emulsdes.

Nesse contexto, o presente trabalho tem como objetivo investigar a
capacidade das nanoparticulas de proteina, especificamente a gliadina, na
estabilizacdo de emulsdes A/A. O sistema de emulsdo A/A sera composto pelos
biopolimeros amilopectina e hidroxipropilmetilcelulose. Até o momento, a capacidade
de nanoparticulas de gliadina promoverem estabilizagao foi reportada apenas para
sistemas agua-ar (espuma) e emulsdes 6leo-em-agua, destacando a importancia de
pesquisas com emulsdes do tipo A/A. Acredita-se que a natureza anfifilica e
insoluvel em agua da gliadina possa oferecer um potencial estabilizante significativo,
proporcionando uma nova abordagem para o desenvolvimento de emulsdes A/A
estaveis, livres de surfactantes e de dleo.

Essa pesquisa ndao apenas contribuira para o avango do conhecimento
cientifico sobre emulsées A/A, mas também abrira novas possibilidades para

aplicagdes industriais inovadoras e sustentaveis.
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2 OBJETIVOS GERAL E ESPECIFICOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o uso de nanoparticulas de gliadina para estabilizar emulsdes do tipo

agua-em-agua, contendo amilopectina e hidroxipropilmetilcelulose.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Produzir e caracterizar nanoparticulas de gliadina;

o Construir o diagrama de fases da mistura de polimeros amilopectina e
hidroxipropilmetilcelulose;

o Analisar a estabilidade macroscoépica e microscopica das emulsdes formadas,
na faixa de pH 5 a 7 e frente a adicédo de sal;

o Caracterizar o comportamento reologico dos polimeros na auséncia e na

presenca de nanoparticulas de gliadina.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 EMULSOES

Emulsdes sao descritas como sistemas coloidais em que uma fase liquida,
ou um cristal liquido, esta dispersa em outro liquido, sendo os dois liquidos
imisciveis, formando uma interface liquido-liquido (Schramm, 2005). Usualmente, o
tamanho excede o limite coloidal (>1000 nm). Goticulas liquidas de uma fase
representam a fase dispersa e estdo inseridas na fase continua do outro liquido,
como representado na Figura 1a.

Usualmente, sdo classificadas quanto ao tipo de emulsdo formada, sendo
divididas em convencionais (Figura 1a) e nao-convencionais (Figura 1b) (Hazt et al.,
2023). Considerando emulsdes convencionais, dois tipos sao mais comumente
descritos: agua-em-6leo (A/O) e oleo-em-agua (O/A). Ja para emulsdes né&o
convencionais, sistemas mais complexos sdo formados, encontrando emulsbes
Oleo-em-6leo (O/O) e agua-em-agua (A/A), ou ainda emulsées multiplas, como

agua-em-oleo-em-agua (A/O/A) e 6leo-em-agua-em-oleo (O/A/O) (Silva; Loh, 2022).

FIGURA 1 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DOS TIPOS DE EMULSOES CONVENCIONAIS
(1a), NAO CONVENCIONAIS (1b) E SEUS COMPONENTES (FASES DISPERSA E
CONTINUA).
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FONTE: O Autor (2024).
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Quanto a estabilidade, emulsbes sao consideradas como dispersoes
termodinamicamente instaveis e sua instabilidade é relacionada a alguns fatores,
como a diferenga de densidade entre as fases ou a elevada tensao interfacial, que
promovem a separagao de fases, atingindo um estado energeticamente mais
favoravel (Cosgrove, 2010). Uma definigdo mais rigorosa sobre a estabilidade
termodinamica pode ser elucidada comparando a mudanga de energia antes e

depois da emulsificagdo, conforme equacgao 1.

AG = AAy,, — TAS (1)

Para que uma emulsdo seja considerada termodinamicamente estavel, a
energia livre de Gibbs (AG) deve ser negativa. O comportamento da energia livre da
emulsdo, para que sua formacdo seja espontinea, esta associado a energia
necessaria para criar uma area de interface (AAy,,) € a entropia configuracional (AS),
sob uma determinada temperatura (T'). Quando energia é aplicada ao sistema,
ocorre a emulsificagdo, resultando no aumento da area da interface, fazendo com
que AG se torne positivo, ou seja instavel termodinamicamente. Assim, as emulsdes
sdo mantidas em um estado chamado de meta-estabilidade, através de medidas
para estabilizar as goticulas formadas através de uma estabilidade cinética,
modulada por surfactantes moleculares, polimeros ou particulas. Na auséncia de um
estabilizante, as emulsdes retornardo ao seu estado inicial, com a separacado de
fases. Nesta situacdo, o raio entre a fase dispersa e continua tende ao infinito,
promovendo a menor area de contato entre as fases, e consequentemente menor
energia livre de Gibbs (Mcclements, 2015).

Compreender os fenémenos relacionados a instabilidade de emulsdes € de
suma importancia tanto na area académica quanto na industrial, pois permite a
formulacao de solugdes que retardem o tempo de separagao de fases. Os processos
de instabilidade podem ser divididos em gravitacionais, como cremeacado e
sedimentacao, e termodindmicos, como floculacdo, envelhecimento de Ostwald e

coalescéncia, conforme mostrado pela Figura 2.
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FIGURA 2 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DOS PROCESSOS ASSOCIADOS A
INSTABILIDADE DE EMULSOES, SEPARANDO-OS EM GRAVITACIONAIS E
TERMODINAMICOS.
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FONTE: Adaptado de Silva; Loh (2022).

A cremeacdo e sedimentacdo ocorrem devido a atuagdo de forcas da
gravidade agindo sobre as gotas. De maneira geral, quando a fase dispersa possui
densidade menor que a fase continua, ocorre o fenbmeno de cremeagdo, com as
goticulas tendendo a se mover para a parte de cima do recipiente que contém a
emulsdo. Quando o inverso acontece e a fase dispersa possui densidade maior que
a fase continua, as gotas tendem a se mover a parte inferior do recipiente, em um
processo conhecido como sedimentacao (Silva; Loh, 2022).

O fenbmeno de floculagdo ocorre quando duas ou mais goticulas se
associam, mantendo, porém, suas caracteristicas individuais da interface. Dois
fatores principais podem estar relacionados com a floculagéo: colisdo e interagdes
intermoleculares atrativas entre as gotas. A colisdo pode ser em decorréncia do
movimento Browniano, forgas gravitacionais ou forcas mecanicas (Mcclements,
2015).

Quando o tamanho das goticulas aumenta ao longo do tempo, sem que haja
coalescéncia, estamos diante do processo de envelhecimento de Ostwald. Esse

fendmeno se baseia na diferenga de pressao existente na interface liquido-liquido.
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Nesse contexto, devido a maior pressao presente nas goticulas menores, ocorre a
migragéo dos constituintes dessas goticulas em direcdo as gotas maiores, buscando
reduzir a energia livre total do sistema (Cosgrove, 2010).

Ja a coalescéncia € um processo termodinamicamente espontaneo, e ocorre
quando duas ou mais gotas se unem em uma unica goticula. Em situagbes em que
nao ha estabilizacdo da emulsdo, a coalescéncia persistira até a completa
separacgao de fases dos liquidos (Tadros, 2009).

E possivel formar emulsdes que permanecem cineticamente estaveis, meta-
estaveis, por longos periodos, variando de dias a anos, utilizando substancias
conhecidas como emulsificantes. Emulsificantes podem ser surfactantes, polimeros
ou particulas, que serao adsorvidos na interface liquido-liquido. Os surfactantes nao
ibnicos sao responsaveis pela diminuicdo da tensio interfacial elevada de emulsoes,
que gira em torno de 30 mN m-! para emulsées O/A de acordo com Esquena (2016),
e por impedimento estéreo, impedindo a coalescéncia das gotas. Adicionalmente,
surfactantes i0Onicos estabilizam emulsbes através de repulsdo eletrostatica
(Schramm, 2014).

Quando particulas sélidas s&o adsorvidas na interface liquido-liquido, ha um
aumento na estabilidade cinética de emulsbes, formam-se as chamadas emulsbes
de Pickering. O primeiro pesquisador a observar esse fendbmeno foi Ramsden em
1904, quando descreveu a adsorgdo mecanica de agregados de proteinas em
interfaces liquido-ar e liquido-liquido. No entanto, o mecanismo de estabilizagao
ganhou maior notoriedade em 1907, com as pesquisas de Pickering, a quem é
atribuida até hoje a estabilizac&o por particulas sélidas (Binks; Horozov, 2006).

A adsorcao de particulas solidas na interface liquido-liquido requer a
molhabilidade parcial da particula pelas duas fases. Um parametro importante para
determinar o tipo de emulsédo que sera formada € o angulo de contato trifasico (),
medido na superficie entre a particula soélida e um dos liquidos (usualmente o mais
polar) (Figura 3). Seguindo a regra de Finkle, em angulos entre 0° < 8 < 90° a
particula prefere ser molhada pela fase aquosa, resultando na formacao de
emulsdes do tipo O/A. Ja para angulos entre 90° < 8 < 180°, formam-se emulsdes
A/O, devido a preferéncia da particula pela fase oleosa (Chevalier; Bolzinger, 2013).

Outro parametro relevante para emulsdes de Pickering € a energia de
dessorgcédo das particulas da interface (AG,), que representa a energia necessaria

para remover uma particula esférica da interface liquido-liquido, mostrado na
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Equagado 2. AG, esta relacionado ao raio da particula (r), ao angulo de contato
trifasico (0) e a tenséo interfacial entre as fases (y).

Entende-se que a energia minima necessaria para remover uma particula da
interface aumenta de forma diretamente proporcional ao tamanho da particula.
Assim, devido a alta energia de dessorgdo, considera-se que a adsorgéo de
particulas seja irreversivel (Albert et al., 2019). Para que uma particula esteja
fortemente adsorvida na interface liquida, a magnitude da variacéo da energia livre
de dessorcdo deve ser significativamente superior a energia térmica (AG,; > KT).
Essa condicdo é facilmente satisfeita em emulsdes O/A com particulas pequenas
(na ordem nanomeétrica); no entanto, 0 mesmo nao ocorre para emulsdes A/A
(Dickinson, 2019).

AGy; = mr?y (1 — |cos 0])? (2)

FIGURA 3 - REPRESENTAAC/:\O ESQUEMATICA DE PARTICULA SOLIDA NA INTERFACE OLEO-
AGUA COM ANGULO DE CONTATO 6.

Particula

Oleo

FONTE: Adaptado de Binks; Horozov (2006).

Diferentes tipos de particulas sélidas podem ser usadas na estabilizacado de
emulsdes de Pickering, e o mecanismo pelo qual se organizam na interface para
promover estabilidade pode variar entre elas, conforme apresentado na Figura 4.
Energeticamente falando, a organizacdo de uma monocamada de particulas na
interface (Figura 4a) é a situacdo mais favoravel, pois diminui o contato entre as
fases. No entanto, para particulas carregadas, as organizagées mostradas nas
Figuras 4b e 4c sdo mais comumente encontradas, devido a possivel repulsao
eletrostatica entre as particulas. Esse tipo de organizagao promove a estabilizagao

da emulsao devido a repulsao eletrostatica entre as gotas, e permite a formacgao de
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“‘pontes” entre goticulas (Figura 4f) sem que haja coalescéncia (Binks; Horozov,
2006).

Com excesso de particulas no sistema, a emulsdo também pode passar a
ser estabilizada por multiplas camadas de particulas (Figura 4d) ou pela formagao
de redes de particulas na fase continua (Figura 4e), podendo induzir a geleificagéo
da fase. A geleificagdo da fase continua pode ser também um mecanismo de
estabilizagcdo, pois diminui a movimentagdo das goticulas no meio, reduzindo a

velocidade de coalescéncia (Aveyard; Binks; Clint, 2003).

FIGURA 4 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DOS MECANISMOS DE ESTABILIZACAO EM
EMULSOES DE PICKERING. SEPARANDO A ADSORCAO DE PARTICULAS NA
INTERFACE EM FORMACAO DE MONOCAMADA (4a), NAO RECOBRIMENTO
COMPLETO DA INTERFACE (4b E c), MULTIPLAS CAMADAS (4d), FORMAGAO DE
REDE DE PARTICULAS (4e) E FORMACAO DE PONTES DE PARTICULAS ENTRE
GOTAS (4f).
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FONTE: Adaptado de Robin et al. (2022).

A morfologia das particulas também €& um fator que deve ser levado em
consideragao na estabilizagao por efeito Pickering. Por exemplo, Pires et al. (2023)
observou que a estabilizacdo de emulsdes A/A com nanocristais de celulose de
diferentes morfologias ocorreu através da geleificacdo da fase continua para

nanocristais de celulose sulfatados, enquanto a estabilizagdo por Pickering foi
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observada para nanocristais de celulose fosfatados. Cabe ressaltar que no trabalho
um ponto ainda mais importante que a morfologia das particulas, foi a cristalinidade
das mesmas. Pires et al. (2023) também avaliou os alomorfos da celulose e seu
impacto sobre a interacdo com as fases e o mecanismo de estabilizacdo das
emulsdes. Observou que a celulose tipo | € muito mais hidrofilica que a celulose tipo
II, que interagia e gelificava a fase continua de xiloglucana. Enquanto a celulose tipo
Il promoveu a estabilizagcdo das emulsdes por efeito Pickering.

O efeito da morfologia das particulas também foi avaliado por Hazt (2022),
que utilizou microgéis e nanofibrilas de p-lactoglobulina na estabilizagdo de
emulsdes de amilopectina e xiloglucana. Foi observado que a S-lactoglobulina em
forma de nanofibrilas estabilizou a emulsao por efeito Pickering em uma faixa de pH
maior e por um periodo mais longo.

Pensando na fonte de obtencdo, particulas sdlidas usadas no
desenvolvimento de emulsdes de Pickering podem ser divididas em duas categorias
principais: particulas inorganicas e organicas. Com relagdo as particulas
inorganicas, dois trabalhos do grupo BioPol destacam-se. Do Amaral et al. (2023),
mostrou a formacao de emulsdes de Pickering entre o 6leo de silicone e 6leo de
ricino, usando hidréxidos duplos lamelares para estabilizagdo. Para o mesmo
sistema de 6leo, emulsdes estaveis por mais que 30 dias foram formadas na
presenca de caulinita, revelando-se uma promissora particula sustentavel e
ecologica (Sieben et al., 2023).

Ja particulas organicas incluem proteinas de origem animal, como a g-
lactoglobulina (De Freitas et al., 2016) ou de origem vegetal, como a gliadina (Xu et
al., 2022) e a zeina (De Folter; Van Ruijven; Velikov, 2012). Também fazem parte
dessa classe os polissacarideos, como a celulose (Pires et al., 2023) e gorduras (Li
et al., 2020). As particulas organicas tém surgido como uma area de pesquisa
interessante devido a sua biodegradabilidade, baixa toxicidade, biocompatibilidade e

bioacessibilidade.

3.1.1 Emulsbées agua-em-agua

Emulsées agua-em-agua (A/A) sédo sistemas bifasicos compostos por duas
fases aquosas imisciveis, formadas a partir de misturas de pelo menos duas

moléculas soluveis em agua, mas incompativeis entre si quando em solugdo. A
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separacao de fase de misturas aquosas pode ser encontrada em diferentes tipos de
sistemas, como polimeros, polimeros e surfactantes, polimeros e eletrdlitos e
solugdes de surfactantes. Emulsdes A/A foram reportadas pela primeira vez em
1896, quando Beijerinck observou a formagdo de goticulas com a mistura de
dispersdes de amido e gelatina (Esquena, 2016).

A separagado de fases em emulsdes A/A ocorre principalmente devido a
incompatibilidade termodindmica na combinacdo de polimeros hidrofilicos. A
separacdo de fases para esses sistemas pode ser associativa ou segregativa,
dependendo da forma de interacdo entre os polimeros e do polimero com a agua. A
separagao associativa ocorre quando ha formacao de uma fase rica em ambos os
polimeros hidrofilicos, com sobrenadante com baixa quantidade residual dos
polimeros. Por outro lado, na separagao segregativa, a partir de uma concentragéo
minima, duas fases sdo formadas, sendo cada uma delas rica em um dos
componentes (Brooks; Sharp; Fisher, 1985).

A condicdo de separacdo de fases também varia de acordo com as
propriedades dos polimeros usados, como massa molar e conformagao de molécula,
outras variaveis referentes a solugao também devem ser levadas em consideracao
como, pH, forga ibnica e temperatura (Capron; Costeux; Djabourov, 2001). O pH da
solugao regula a distribuigdo de cargas nas moléculas. De forma geral, quanto maior
a carga liquida do polimero menor a tendéncia a separac¢ao de fases. A forga idnica
intervém na separacdo de fases ao blindar as interagdes repulsivas entre os
polimeros carregados. A temperatura, por sua vez, influencia na qualidade do
solvente, afetando o estado conformacional dos biopolimeros e o equilibrio das
forcas intermoleculares (Dickinson, 2019).

A emulsao A/A sera formada quando energia for aplicada ao sistema, como
agitacdo mecanica, por exemplo. A fase com menor fragdo volumétrica se tornara a
fase dispersa, enquanto a fase com maior fragcdo volumétrica se tornara a fase
continua. Uma ferramenta essencial para o trabalho com emulsdes A/A é a
determinacdo do diagrama de fases (Figura 5). O diagrama de fases delimita as
faixas de trabalho para uma mistura unica de polimeros. Vale ressaltar que o
diagrama de fases ndo € estabelecido universalmente e precisa ser reelaborado a

cada nova condi¢ao experimental (Hatti-Kaul, 2000).
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FIGURAS - REPRESENTAQAO ESQUEMATICA DE DIAGRAMA DE FASES BINARIO DE MISTURA
POLIMERICA HIDROFILICA COM SEPARACAO DE FASES SEGREGATIVA.
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FONTE: Adaptado de Hazt (2022).

Duas regides distintas podem ser encontradas na Figura 5: a regido
monofasica e a regido bifasica, separadas pela linha binodal. Abaixo dessa linha, a
concentragcdo de polimeros nado ¢é suficiente para observar a separagao
macroscopica das fases. Um parametro importante quando se trabalha com
emulsdes A/A é a tensado interfacial, que pode ser modulada de acordo com a
concentragdo de polimeros usada na mistura. No diagrama de fases, as linhas de
amarragao ou do inglés tie-lines (linhas pontilhadas) representam as fases em
equilibrio termodinamico, com tensdes interfaciais equivalentes ao longo da mesma
linha de amarracdo. Dependendo da condicdo de trabalho, emulsées com o
polimero A ou B como fase continua podem ser formadas (Hatti-Kaul, 2000).

Quando nenhum mecanismo ¢é utilizado para estabilizar cineticamente as
emulsdes A/A, a separacao de fase ocorre dentro de poucas horas. Porém, a
manutencdo da metaestabilidade de emulsdes A/A, ao contrario de emulsdes O/A,
nao pode ser realizada por surfactantes moleculares, devido a dois fatores
principais. O primeiro é a tensdo interfacial extremamente baixa de sistemas
aquosos bifasicos, usualmente abaixo de 102 mN m-', comparativamente muito mais

baixa que a tensdo de emulsdes O/A (30 mN m"). A segunda, se deve a maior



26

espessura da interface, que impede a adsorgao de moléculas pequenas (Esquena,
2016).

Nos ultimos anos, a busca por mecanismos de estabilizagdo de emulsdes
A/A tem atraido a atengao de pesquisadores. Uma abordagem para estabilizar esses
sistemas € a utilizagdo de particulas sélidas adsorvidas na interface liquido-liquido,
como nas emulsdes de Pickering. A estabilizagdo de emulsdes A/A, especialmente
usando polimeros e particulas biocompativeis que mimetizam sistemas biolégicos,
permite sua aplicacdo em formulagdes cosméticas, farmacéuticas e alimenticias.

Emulsdes A/A de maltodextrina em hidroxipropilmetilcelulose, estabilizadas
com celulose microcristalina, foram reportadas por Zhang et al. (2024). O sistema foi
utilizado para dois fins: microcultivo e encapsulacao de Lactobacillus helveticus.
Resultados promissores foram encontrados, pois observou-se que o microrganismo
nao influenciou a estabilidade da emulsao ao longo do tempo e foi encapsulado com
sucesso, preferindo a fase interna de maltodextrina. Resultados preliminares
apontaram que emulsées A/A podem ser usadas futuramente para encapsulacao e
protecao de probidticos em alimentos.

Em alimentos, o baixo coeficiente de atrito de emulsdes A/A, pode ser uma
caracteristica relevante no controle da sensacdo de algumas formulacdes
alimenticias na boca. You, Murray e Sarkar (2023), estudaram as propriedades
tribolégicas e reologicas de emulsées de amido de milho gelatinizado e carragenana
estabilizada com whey protein. Foram investigadas as caracteristicas tribolégicas e
reoldgicas de emulsdes contendo amido de milho gelatinizado e carragenana
estabilizadas com proteina de soro de leite, demonstrando que a estabilizacdo da
emulsao A/A por meio de particulas de proteina de soro de leite influenciou a
viscosidade aparente do sistema. Essa modificagdo pode estar diretamente
associada a percepcao oral da emulsao, especialmente durante as fases iniciais do
processo de consumo.

O baixo coeficiente de fricgdo também é um parametro importante na area
médica, especialmente para a locomocgéao diaria, pois relaciona-se com a lubrificagao
de articulagdes. Posto isso, Wang et al. (2022), estudaram a aplicagédo de emulsdes
A/A como sistemas biolubrificantes. Em sua pesquisa, foi demonstrado que
emulsdes de dextrana e polietilenoglicol (PEG) estabilizada com nanofibrilas de
colageno podem ser uma otima alternativa no tratamento de osteoartrite, como

sistemas protetores atéxicos na lubrificacdo de articulagdes.
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Além disso, emulsdes livres de dOleo tém atraido atencdo em campos da
biologia celular e biotecnologia, principalmente para isolar proteinas (Da Silva et al.,
2015), particulas de virus (Ladd Effio et al., 2015), anticorpos (Capela et al., 2019) e
horménios (Li et al., 2015). Foi relatado também o uso de sistemas A/A, na industria
farmacéutica, para a produg¢ao de coloidossomos, na liberagdo controlada de drogas
(Poortinga, 2008).

Para formagao das emulsdes A/A sdo necessarios polimeros hidrossoluveis
para a composicdo das fases. Assim, sera apresentada uma descricdo sobre
polimeros, principalmente os biopolimeros utilizados neste trabalho para composi¢ao

das fases e da particula sélida.

3.2 POLIMEROS

Polimeros s&do macromoléculas formadas por longas cadeias de unidades
repetitivas chamadas monémeros, que podem ser idénticos, formando
homopolimeros, ou diferentes, resultando em copolimeros. Estas estruturas podem
ser de origem natural, como a celulose, ou sintética, como o polietileno e o nylon.
Polimeros naturais frequentemente consistem em mais de 10° mondmeros,
enquanto os polimeros sintéticos geralmente contém até 10° mondémeros. A
diversidade na composi¢do e na estrutura dos polimeros confere-lhes uma ampla
gama de propriedades fisicas e quimicas, tornando-os materiais extremamente
versateis para inumeras aplicagdes industriais e tecnoldgicas (Cosgrove, 2010).

Novas alternativas para o uso de polimeros sintéticos, especialmente os
derivados do petrdleo, tém sido intensamente pesquisadas devido aos significativos
impactos ambientais associados a esses materiais, 0 que fundamenta a busca por
sistemas verdes, biodegradaveis, seguros, biocompativeis e provenientes de fontes
renovaveis. Uma classe de materiais que atende a essas caracteristicas sado os
biopolimeros. Biopolimeros s&o uma classe de polimeros sintetizados por
organismos vivos, como algas, plantas ou animais (llic-stojanovic; Nikolic; Cakic,
2023).

Trés biopolimeros vegetais foram selecionados para integrar este estudo: a
amilopectina e a hidroxipropilmetilcelulose, que atuam como componentes da
emulsdo agua-em-agua, e a gliadina, utilizada como fonte para a produgédo de

nanoparticulas estabilizadoras da emulséo.
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3.2.1 Amilopectina

O amido é o carboidrato de reserva mais abundante na Terra, sintetizado
principalmente pelas plantas. Este material versatili € amplamente utilizado na
industria, especialmente na de alimentos, devido ao seu baixo custo,
biodegradabilidade e propriedades atéxicas. Além disso, sua abundancia € uma
vantagem significativa, podendo ser extraido de diversas fontes, como milho, batata,
arroz, soja, mandioca, entre outros. O amido tem atraido significativa atengdo como
uma nova fonte para a producao de bioplasticos. Além disso, polimeros derivados do
amido estdo sendo utilizados em implantes ortopédicos, substituigbes Osseas e
liberagdo controlada de farmacos. No setor alimenticio, seu uso esta sendo
investigado para a produ¢ao de embalagens biodegradaveis (Falua et al., 2022).

O amido é composto por dois polimeros: amilopectina (AMP) e amilose. A
proporgao entre AMP e amilose varia entre as plantas, mas, em geral, a AMP esta
presente em maior quantidade. A AMP tem cadeia principal constituida por unidades
de a-D-glucopiranose, conectados por ligagdes 1—4 e ligagbes 1—6, que formam
suas ramificagdes. Dois alomorfos principais foram reportados, tipo A e tipo B, além
do alomorfo tipo C, formado a partir da jungdo dos alomorfos A e B (Apriyanto;
Compart; Fettke, 2022). A estrutura da AMP pode ser vista na Figura 6.

O uso da AMP na sua forma nativa ou modificada foi relatado como agente
floculante para remocgdo de carvao (Patra et al., 2020), na encapsulagdo de
curcumina (Zhu et al., 2016) e como solidificante para contengdo de derramamento
de 6leo em ambiente aquatico (Motta; Stoyanov; Soares, 2019). Emulsdes A/A com
a presenga de AMP em uma das fases foram relatadas por De Freitas et al. (2016),
Machado et al. (2022), Meng, Nicol e Nicolai (2022), Hazt (2022), Pires et al. (2023),
Moutkane, Benyahia e Nicolai (2023) e Chen et al. (2023).



FIGURAG - RE’PRESIENTAQAO ESQUEMATICA DA ESTRUTURA QUIMICA DA AMILOPECTINA.
N E O NUMERO DE UNIDADES REPETITIVAS. EM VERMELHO DESTACAM-SE AS

LIGACOES a1—4 E a1—6.
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FONTE: Adaptado de Bergthaller; Hollmann (2014).

3.2.2 Hidroxipropilmetilcelulose
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A hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), também conhecida como hipromelose,

€ um polimero semissintético derivado de celulose, composto por unidades de D-

glucopiranose, unidas por ligagbées £ (1—4), parcialmente O-metilado (OCH3s) ou O-
hidroxipropilado (OCH2CH(OH)CH3). O HPMC esta disponivel comercialmente com

diferentes razées de substituicdo, que conferem aos polimeros caracteristicas

distintas a respeito da solubilidade,

temperatura de geleificacdo, grau de

inchamento, difusdo e taxa de liberacdo de drogas (Brady et al., 2017). A estrutura

do HPMC pode ser vista na Figura 7.
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FIGURA 7 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO MERO DO HPMC. ONDE N E O NUMERO DE
UNIDADES REPETITIVAS. EM VERMELHO DESTACA-SE A LIGAGAO $1—4.
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FONTE: Adaptado de Bodvik et al. (2010).

O HPMC é caracterizado por ser um po insipido e inodoro, soluvel em agua.
Sua solubilidade nao é afetada pelo pH ou forga idnica do meio, por ser um polimero
nao idnico. No entanto, sua solubilidade em agua aumenta em baixas temperaturas
e diminui sob aquecimento. Esse comportamento deve-se a formagéo de ligacdes de
hidrogénio da agua com os grupamentos hidroxipropilicos e espécies de clusters de
agua ao redor dos grupamentos metilicos hidrofébicos. Com o aumento da
temperatura, as ligagdes de hidrogénio sao enfraquecidas e os clusters de agua séo
quebrados, expondo os grupamentos metilicos ao meio, promovendo interagdes
hidrofébicas (Tundisi et al., 2021).

Atualmente, o HPMC ¢é amplamente utilizado na industria, devido a sua
excelente biocompatibilidade, degradabilidade, solubilidade em agua e propriedades
reologicas. Na industria farmacéutica, € empregado em formulagbes oftalmicas,
como sistemas de liberacdo de farmacos e como enxerto em tecidos (Hadinugroho
et al., 2023; Hwang et al., 2023; Tundisi et al., 2021).

Emulsdes A/A usando como uma das fases o polimero HPMC foram
relatadas por Esteghlal et al. (2016) e Zhang et al. (2024). Zhang et al. (2021),
formulou emulsbes de HPMC e dextrana estabilizadas com microgéis de pf-
lactoglogulina. Emulsdes estaveis foram formadas em pH abaixo de 5 e na presenca
de até 300 mM de NaCl. Além disso, as emulsdes ndo foram afetadas pelo

aquecimento a 90°C.
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3.2.3 Gliadina

A gliadina, uma das proteinas constituintes do gluten, representa até 50% da
sua composigao total (Sapirstein; Fu, 1998). O gluten é formado durante o
processamento da farinha de trigo, pela combinagdo das proteinas gliadina e
glutenina com a agua. Nas propriedades reologicas da massa de pao, atribui-se a
gliadina a caracteristica de conferir viscosidade, enquanto a glutenina se atribuem a
elasticidade e a forga (Barak; Mudgil; Khatkar, 2015).

A gliadina é composta por uma cadeia Unica, formada por polipeptideos
unidos por ligacoes peptidicas, que interagem por ligacdes dissulfeto, formando sua
estrutura tridimensional. Em relagdo a sua estrutura primaria, a gliadina consiste em
um dominio central hidrofilico, composto por unidades repetitivas de aminoacidos. A
unidade repetitiva € rica especialmente nos aminoacidos glutamina e prolina, o que
faz com que a gliadina se encaixe na classe de proteinas denominadas prolaminas.
Os dois dominios terminais, por sua vez, sdo caracterizados por altos niveis de
aminoacidos hidrofébicos (Thewissen et al., 2011). De acordo com sua mobilidade
eletroforética, pode ser dividida em trés subfragdes: a/f-, y- € w-, com tamanhos de
25-35 kg mol', 35-40 kg mol' e 55-70 kg mol"', respectivamente (Mehanna;
Mneimneh, 2020; Voci; Fresta; Cosco, 2021).

As subfragcdes a/f3 e y diferem da subfragdo w principalmente pela presenca
de residuos de cisteina na regido C-terminal. Esses residuos formam ligagdes
dissulfeto, o que provavelmente Ihes confere maior estabilidade (Urade; Sato;
Sugiyama, 2018). A Figura 8 mostra uma representacdo esquematica das
subfragcdes de gliadina, com os numeros representando os residuos de cisteina

unidos por ligacoes dissulfeto.
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FIGURA 8 - REPRENSENTACAO ESQUEMATICA DA a/B-, y- E w- GLIADINA. OS NUMEROS NA
PORCAO C-TERMINAL REPRESENTAM OS RESIDUOS DE CISTEINA UNIDOS POR
LIGACOES DISSUFETO.
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FONTE: Adaptado de Urade; Sato; Sugiyama (2018).

Quanto a sua solubilidade, a gliadina pode ser definida como uma proteina
do trigo soluvel em solugdes alcoolicas, geralmente acima de 70%, mas insoluvel em
agua e solugdes salinas. Usualmente, sua solubilidade em solu¢do alcodlica € usada
para fazer a extragdo da gliadina da farinha de trigo, visto que a glutenina é soluvel
em agua. Porém, alguns autores relataram que obtiveram sucesso na extragdo da
gliadina usando apenas uma solugdo aquosa de NaCl 0,5 M (Urade; Sato;
Sugiyama, 2018). As propriedades estruturais da gliadina podem variar dependendo
da variante de trigo, pH e protocolo de extragcao (Rani et al., 2023).

As proteinas demonstram um elevado potencial de aplicacdo na industria
devido a sua baixa toxicidade, biocompatibilidade e biodegradabilidade. Além disso,
séo facilmente extraidas e possuem um valor nutricional significativo (Niroula et al.,
2021). A gliadina, por possuir propriedades mucoadesivas, se torna uma grande
aliada na liberagao controlada de farmacos, podendo ser amplamente empregadas
no desenvolvimento de produtos verdes (Arangoa et al., 2000).

Gragas a sua natureza anfifilica, a gliadina demonstra um comportamento
intrinseco de auto-organizagdo em solugdo. Por consequéncia, a técnica de
nanoprecipitagdo emerge como a abordagem primordial na produgdo de
nanoparticulas de gliadina (NPG). No processo tipico de nanoprecipitagao, a gliadina
€ solubilizada em um bom solvente (usualmente etanol 70%) e é gotejada sobre um

antisolvente, a agua, em diferentes concentragdes e velocidades de gotejamento. A
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formacdo de nanoparticulas ocorre quando o soluto entra em contato com o
antisolvente (Li et al., 2023).

Um dos primeiros trabalhos a relatar o uso de NPG para carreamento de
farmacos foi o de Ezpeleta et al. (1996), que produziu nanoparticulas em torno de
500 nm para a encapsulacado de acido trans-retinoico. Desde entdo, diversas outras
moléculas foram encapsuladas, como B-caroteno (Cheng et al., 2020), curcumina
(Wang et al., 2019), vitamina C (Voci et al., 2022), amoxicilina (Umamaheshwari;
Ramteke; Jain, 2004) e anfotericina B (Marcano et al., 2024).

Além de seu uso na encapsulacao de farmacos e ingredientes funcionais, as
NPG tém sido amplamente investigadas na estabilizagao da interface agua-ar para a
formagdo de espumas. As espumas sao componentes essenciais de muitos
alimentos processados, como chantilly, mousses e cervejas. A estabilizacdo desses
sistemas por meio de particulas proteicas biodegradaveis e ndo toxicas esta se
tornando uma area de pesquisa altamente promissora, principalmente devido a
propriedade irreversivel dessas proteinas de se adsorverem na interface, diminuindo
a tensao superficial e aumentando a formacao de espuma (Damodaran, 2005).

As propriedades de superficie e de formacdo de espumas com NPG
dependem de condigdes ambientais como pH, temperatura e forga ibnica. Peng et
al. (2017, 2018) demonstraram que a formacdo e a estabilidade de espumas
produzidas com NPG ocorrem com concentragdes extremamente baixas de
particulas (1 mg mL"). Além disso, espumas mais estaveis foram formadas em pH
proximo ao ponto isoelétrico da gliadina (5-5,8) e nédo foram afetadas pelo aumento
da temperatura. A maior estabilidade de espumas formadas em pH 6 pode estar
relacionada a formagéao de uma rede de proteinas conectadas por ligagdes dissulfeto
na interface (Wouters; Joye; Delcour, 2020).

Por fim, a utilizagdo de NPG também foi relatada na estabilizacdo de
emulsdes do tipo O/A. Wang et al. (2020), observou que emulsées O/A estabilizadas
com NPG sao formadas a partir de baixas concentracdes de particula, mas sdo mais
estaveis quando fabricadas com concentragdes maiores de 2 % (m v'). Além disso,
também foi relatado que a deaminagédo da gliadina em 5,7 % produziu emulsdes
mais estaveis por até 7 dias, provavelmente associada a maior hidrofobicidade de
superficie da NPG causada pela deaminacdo. Outros autores também relataram a
formacao de emulsdes O/A estaveis através da modificacdo ou associacdo de NPG

com outras moléculas, como: quitosana (Li et al., 2019; Zhou et al., 2019), etil
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celulose (Zhou et al., 2023), polissacarideo da soja (Shen et al., 2022) e goma
arabica (Ma et al., 2020).

A estabilidade de emulsdes A/A é um tema de interesse crescente devido as
suas potenciais aplicacdes em uma variedade de campos, incluindo alimentos,
cosméticos e farmacéutica. As emulsdes A/A oferecem vantagens unicas, como a
auséncia de oleo, surfactantes e a capacidade de encapsular compostos de
diferentes solubilidades. No entanto, a estabilidade dessas emulsdes é
frequentemente desafiadora devido a tendéncia de separarem fase rapidamente.

Por ser uma molécula anfifilica e insoluvel em agua, acredita-se que as NPG
possuem alto potencial estabilizante em emulsdes de Pickering do tipo A/A,
provavelmente devido a repulsdo eletrostatica ou estérea que ocorre entre as
nanoparticulas de gliadina. At¢é o momento, ndo foram encontradas pesquisas que

relatassem a estabilizacao de emulsées A/A com NPG.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

A gliadina foi extraida da farinha de gluten, obtida em comércio local, da
marca Linea Verde Alimentos LTDA. O polimero HPMC, grau farmacéutico, utilizado
foi fornecido pela empresa MCQuimica Importagdo e Exportagdo LTDA (Sao Paulo,
Brasil) (Lote: 200641). A AMP (Lote: BCBV5057) e os fluoréforos rodamina b e
isotiocianato de fluoresceina foram adquiridos da da empresa Sigma-Aldrich® (Sao
Paulo, Brasil). O solvente etanol (pureza 99% v v-1) foi obtido da empresa da ilha
(Almirante Tamandaré, Brasil). A agua ultrapurificada com resistividade elétrica de

18,2 MQ cm foi obtida por ultrapurificagdo em equipamento MilliQ® (Millipore, EUA).

4.2 EXTRAGAO DA GLIADINA

A metodologia de extragao da gliadina foi adaptada de Van Den Broeck et al.
(2009). Para tal, 100 g de farinha de gluten foi disperso em 500 mL de isopropanol
50 % (v v'). A mistura permaneceu sob agitagdo magnética a 700 rpm por 30
minutos em temperatura ambiente (20 °C). A suspensao foi centrifugada (8500 rpm,
por 20 minutos) e o sobrenadante recolhido.

O isopropanol foi removido por evaporacdo a 50 °C em equipamento
CentriVap® e a gliadina foi liofilizada, em liofilizador Virtis modelo Advantage Plus,
antes do uso. Por fim, o po liofilizado foi pesado, resultando no rendimento de 26 %
(m m™). O processo de retirada de isopropanol e liofilizagdo foram realizados pelo
Centro de Estudos em Biofarmacia (CEB-UFPR), do Setor de Ciéncias da Saude, da

Universidade Federal do Parana.
4.3 PREPARO DAS NANOPARTICULAS
Nanoparticulas de gliadina (NPG) foram preparadas utilizando a técnica de

nanoprecipitacdo, conforme descrito por Wouters; Joye; Delcour (2020), com

algumas adaptagdes. Uma solugdo estoque de gliadina a 5 % (m v') foi obtida pela
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disperséo da gliadina liofilizada em etanol 70 % (v v'), agitando-se por 24 horas a
temperatura ambiente.

Da solugao estoque, 15 mL foram gotejados sobre 55 mL de agua ultrapura
em um periodo de 10 segundos, mantendo-se sob agitagcdo magnética constante, a
temperatura ambiente (20 °C). O pH da dispersédo foi reduzido para 4 mediante
adi¢cdo de uma solugédo aquosa de HCI 0,1 mol L', seguido da remocéo do etanol
por rotaevaporacao a 55 °C.

Apods a eliminagao do etanol, o pH foi ajustado novamente para 5, desta vez
utilizando uma solugdo aquosa de NaOH 0,1 mol L-'. Destaca-se que o ajuste de pH
antes da rotaevaporagcao foi necessario devido a propensao da dispersao a
precipitar e formar uma substancia viscosa no fundo do baldo quando em pH 5. A
concentragao final da dispersdo de NPG foi calculada por gravimetria, experimento

feito em triplicata, resultando na concentragdo média de 1,07 + 0,04 % (m m™).

4.4 PREPARO DOS POLISSACARIDEOS

441 HPMC

O polimero HPMC, grau farmacéutico, foi preparado em agua ultrapura, em
dispersdes estoque com concentragédo de 2 % (m m-), na presenga de 200 ppm de
solugdo aquosa de azida sdédica (NaN3) como conservante. A disperséo permaneceu
em agitacdo magnética por 24 horas a temperatura ambiente antes da sua

utilizagao.

442 AMP

A AMP foi purificada pela dispersdo em uma mistura de dimetilsulfoxido
(DMSO) e agua na proporgdo de 95:5 (v v'), na concentragdo de 50 g L' em
agitagdo magnética por 48 h. Apds centrifugacdo a 10* g por 30 minutos e 20 °C, o
polissacarideo foi precipitado através da adigdo de 3 volumes de etanol a 99 % (v v
1), sob agitagdo mecéanica constante. A AMP purificada foi ent&o filtrada sob vacuo,
lavada com etanol 99 % (v v''), e depois acetona PA, para total remogéo de de agua.

Por fim, foi seca em estufa a vacuo a 40 °C.
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Dispersdes estoque de AMP purificada foram preparadas em agua ultrapura,
com concentragdo de 10 % (m m™), na presenga de 200 ppm de NaNs como
conservante. A dispersdao permaneceu em agitacdo magnética por 24 horas a

temperatura ambiente antes da sua utilizacao.

4.5 CARACTERIZACAO DOS MATERIAIS

4.5.1 Cromatografia de exclusao por tamanho (SEC)

4.5.1.1 Polissacarideos em agua ultrapura

A caracterizagdo dos polissacarideos puros foram realizados pelo
Laboratério de Cromatografia e Espectrometria de Massas, do Departamento de
Bioquimica, da Universidade Federal do Parana. Os polissacarideos AMP e HPMC
foram caracterizados por cromatografia de exclusdo por tamanho (do inglés size
exclusion chromatography - SEC). Foi utilizado a técnica de espalhamento estatico
de luz laser multiangulo (LS - DSP-F, Wyatt Technology, Santa Barbara, CA, EUA) e
detectores de indice de refracdo (Rl - Waters 2410, Milford, MA, EUA). A
cromatografia foi realizada em sistema Waters, contendo quatro colunas de
permeacgdo em gel embaladas com Ultrahidrogel® 2000, 500, 250 e 120, conectadas
em série, com limites de exclusdo de 7x10° 4x10%5 8x10* e 5x10%® g mol",
respectivamente.

O eluente usado foi uma solugdo aquosa de nitrato de sédio (NaNOs3)
0,17mol L' contendo 0,5 g L' de NaNs na vazido de 0,6 mL min' a 25 °C. As
amostras foram previamente filtradas em membrana MF-Millipore de éster de
celulose com poros de diametro de 0,22 uym. O volume de injecao foi de 100 uL e as
amostras foram preparadas na propria fase movel em concentragdo de na
concentragdo de 2 mg mL™".

Os valores da relagcdo dn/dc foram usados conforme determinados em
literatura. Para a amilopectina foi usado o valor de 0,146 mL g' (Hazt, 2022) e para
a hidroxipropilmetilcelulose foi usado o valor de 0,140 mL g-' (Li et al., 2016). A
normalizagdo do equipamento foi realizada utilizando o método de multi-detectores

(homopolimeros), com um padréo de poli(oxido de etileno) (PEO) de Mw = 20 kg mol
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1. D=1.05. Os perfis de eluigdo obtidos foram coletados e processados no software
Wyatt Technology ASTRA (versdo 4.70.07), para a obtengcdo dos valores de VE
(volume de eluicdo), Mw (massa molar média-ponderal), Mn (massa molar média em

numero), D (disperséo) e Rgw (raio de giro ponderal médio).

4.5.1.2 Polissacarideos apds separacao de fases

Para confirmagdo da separacdo de fases completa, os polissacarideos
componentes da emulsao foram analisados por SEC. O sistema € composto por
uma bomba de fluxo e um sistema desgaseificador (VE 7510 e VE 1122 — Viscotek,
Reino Unido), coluna de polimetacrilato da Shodex OHpak SB-806HQ (limite de
exclusdo da coluna de 20.000.000 g mol'), acoplada a um aparelho Viscotek (VE
3210 UV/Vis) com detector de UV-Vis ajustado para 280 nm, detectores do indice de
refracdo (RI), indice viscosimétrico (n) e espalhamento de luz a angulos 7 e 90°
(LALS e RALS).

Para tal, a fase movel utilizada é composta por NaNOs a 0,1 mol L na
presenca de 0,02 % (m v') de NaNs, a um fluxo de 0,4 mL min-'. Os polissacarideos
da emulséo foram diluidos a uma concentragdo de 1 mg mL-! na propria fase mével,
e filtrado em membrana MF-Millipore™ de éster de celulose com poros de diametro
de 0,45 e 0,22 pm. Foi utilizado um volume de injecéo foi de 300 uL com um loop de
100 pL.

A calibracdo do equipamento foi realizada utilizando o método de multi-
detectores (homopolimeros), com um padrao de poli(6xido de etileno) (PEO) de Mw
= 24 kg mol', BD=1.05, Viscotek PolyCAL™) e checada com dois outros padrdes:
PEO com Mw = 236 kg mol' e 250 kg mol', ambos da Viscotek PolyCAL™. Os perfis

de eluigao obtidos foram tratados no software OmniSEC (versédo 5.10.461).

4.5.2 Caracterizagao das NPG

As nanoparticulas produzidas foram caracterizadas quanto a sua morfologia
através de microscopia de for¢ga atébmica (MFA). Nela, 20 yL da dispersdo de
particulas a 1,0 % (m v'), diluido 1:100 em &gua ultrapura, foi depositado no centro

de substratos de mica recém clivada (2x2 cm). A mica foi seca por duas técnicas, a
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fim de comparacéo: secagem em estufa a 40 °C overnight ou secagem por fluxo de
nitrogénio, e as amostras ndo apresentaram diferengas quando aplicadas por
qualquer uma das técnicas citadas.

As imagens foram obtidas em um microscépio de forgca atdbmica 5500
(N9410S) da Agilent Technologies, utilizando cantilever NSC15/AIBS, com constante
de forca de 40 N m™" e frequéncia de 320 KHz, no modo tapping. As imagens foram
adquiridas utilizando o software Picoview 14 e tratadas no software Gwyddion 2.51
(Czech Metrology Institute).

O raio hidrodinamico das particulas foi avaliado através de espalhamento de
luz dindmico (dynamic light scattering — DLS) em Zetasizer Nano Series ZS
(ZEN3600 — Malvern Instruments and PANalytical), A = 632,8 nm e fotodetectores a
13° e 173°. O experimento foi realizado em triplicata.

A determinacdo do ponto isoelétrico foi feita frente a caracterizagdo do
potencial zeta, utilizando o equipamento Stabino Particle Charge Mapping (PMX 400
— Particle Metrix) com eletrodo de pH (Malvern Instruments MV 114-SC SENO0106).
Para tal, foi preparado uma dispersdo aquosa de NPG a 0,1 % (m m') em KCI
10 mmol L', que foi titulada de pH 4 a 9,5 com solugdes aquosas de NaOH ou

HCI 0,05 mol L' para ajuste do pH. Os experimentos foram realizados em triplicata.

4.6 CONSTRUGAO DE DIAGRAMAS DE FASE

A construgao do diagrama de fases foi realizada para os materiais HPMC e
AMP, seguindo metodologia semelhante a adotada por De Freitas et al. (2016) para
a xiloglucana de Jatoba com AMP. A partir de dispersdes estoque de 10 % (m m™)
de AMP e 2 % (m m™) de HPMC, com 200 ppm de NaNs, misturas com as
concentracdes apresentadas na Tabela 1 foram preparadas. Além disso, tubos
adicionais foram preparados com quantidades crescentes de polimeros foram

preparados para obtencao da linha binodal.
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TABELA 1 - CONCENTRAGAO DOS POLISSACARIDEOS USADOS NA CONSTRUGAO DO
DIAGRAMA DE FASES.

Emulsao AMP % (m m™) HPMC % (m m™)
1 5,107 1,005
2 4,837 0,955
3 4,597 0,905
4 4,337 0,854
5 4,087 0,805
6 3,835 0,753
7 3,572 0,703
8 3,322 0,654
9 3,065 0,603
10 2,810 0,552
1 2,557 0,502
12 2,312 0,453
13 2,040 0,402
14 1,790 0,352
15 1,532 0,302
16 1,287 0,251
17 1,022 0,202
18 0,767 0,151
19 0,515 0,101
20 0,280 0,149

FONTE: O autor (2024).

Cada tubo foi misturado em vortex (Phoenix™ AT56) por 1 minuto. Os tubos
foram posicionados lado a lado para acompanhamento macroscépico da separagao
de fases. Apds 96 horas, fotos de cada tubo foram tiradas e a altura das fases
inferior e superior foram medidas utilizando software ImageJ.

A fim de confirmar a completa separacédo de fases, utilizando uma seringa
com agulha, as fases superior e inferior do tubo 10 foram coletadas (através de
diluicdo na fase movel e quantificagcdo por SEC — como descrito no item 4.4.1.2 —

pag. 36).
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Os calculos de concentracdo foram realizados acompanhando a altura de
separagao de fases nos tubos, apds conferir o perfil de eluicdo que cada uma das
fases (superior e inferior) se encontra pura.

A densidade das dispersdes estoque dos polimeros HPMC 2 % (m m™) e
AMP 10 % (m m') em agua foi determinada em picnémetro de 1 mL a temperatura
ambiente. O experimento foi feito em triplicata.

4.7 PREPARO E AVALIAGAO DA ESTABILIDADE DAS EMULSOES

4.7.1 Preparo das emulsdes

As emulsdes foram preparadas em 2 diferentes pontos dos diagramas de
fases construido, ou seja, com diferentes propor¢ées de HMPC e AMP. Além dos
polimeros, a fim de se evitar crescimento microbiano, as emulsées também
continham 200 ppm de NaNa.

Os dois pontos para teste foram escolhidos conforme avaliagdo do diagrama
de fases e seguem a linha de amarragdo construida a partir do tubo 10. O primeiro
ponto (Ponto 1) continha as concentragbes de 1,26 % (m m™') e 0,77 % (m m™) para
AMP e HPMC, respetivamente. No segundo ponto (Ponto 2), os polimeros estavam
nas concentragdes de 4,62 % (m m™') e 0,29 % (m m') para AMP e HPMC,
respectivamente.

Mantendo a concentragdo dos polimeros constante e um volume final da
emulsdo de 4 mL, 8 tubos com concentragbes de NPG de 0-1 % (m m™) foram
preparados para cada ponto do diagrama de fases, conforme a Tabela 2 abaixo.
Cada tubo foi agitado em vértex durante 1 minuto e permaneceram em repouso sob
superficie plana em temperatura ambiente para acompanhamento macroscoépico da

separacao de fases.
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TABELA 2 - CONCENTRAGOES HPMC, AMP E NPG USADAS NO PREPARO DAS EMULSOES.

Amostra HPMC % (m m™) AMP % (m m) NPG % (m m)

Branco 1 0,77 1,26 0
1.0,05 0,77 1,26 0,05
1.0,1 0,77 1,26 0,1
1.0,2 0,77 1,26 0,2
1.0,3 0,77 1,26 0,3
1.0,5 0,77 1,26 0,5
1.0,75 0,77 1,26 0,75
11,0 0,77 1,26 1,0

Branco 2 0,29 4,62 0
2.0,05 0,29 4,62 0,05
2.01 0,29 4,62 0,1
2.0,2 0,29 4,62 0,2
2.0,3 0,29 4,62 0,3
2.0,5 0,29 4,62 0,5
2.0,75 0,29 4,62 0,75
21,0 0,29 4,62 1,0

FONTE: O autor (2024).

4.7.2 Avaliagao macroscopica e microscopica

Na avaliagdo macroscopica da estabilidade das emulsdes, fotos foram
tiradas em diferentes tempos (0, 1, 24 horas, 5, 15 e 35 dias).

Para a avaliagdo, por microscopia confocal, as nanoparticulas foram
marcadas com o corante fluorescente rodamina a 5 ppm para que a migragao das
particulas para a interface possa ser acompanhada e diferentes mecanismos de
estabilizacao para particulas distintas possam ser observados.

A marcagao quimica da AMP com o fluordforo isotiocianato de fluoresceina
(AMP-FITC) também foi necessaria para avaliagdo por microscopia confocal. Para
essa marcacao, a metodologia descrita por De Belder e Granath (1973) foi seguida.
Nela, 1 g do polimero AMP foi dissolvido em 10 mL de dimetilsulféxido (DMSO) na
presencga de 2 gotas de piridina. O isotiocianato de fluoresceina foi entdo adicionado
(0,1 g), seguido pelo dilaurato de dibutiltina (20 mg). A mistura foi aquecida a 95°C
por 2 horas e precipitada em etanol 99 % (v v'). Posteriormente, o precipitado foi

filtrado sob vacuo e lavado com etanol 99 % (v v') e acetona PA, a fim de se
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remover o corante livre. Por fim, foi seco em estufa a vacuo a 40°C, com rendimento
de 0,9 g.

4.7.2.1 Avaliacao da estabilidade por microscopia confocal

As particulas utilizadas nas emulsdes foram as NPG, com concentragdes de
até 1,0 % (m m) de particulas em relagdo a emulsdo. Apdés 1 minuto de agitagdo
em Vortex, as emulsdes fluorescentes foram transferidas para uma placa de cultura
de célula, de fundo de vidro Greiner Bio-one para microscopia de varredura confocal
a laser (confocal laser scanning microscopy — CLSM).

As analises de microscopia confocal foram realizadas no Centro de
Tecnologias Avancadas em Fluorescéncia, da Universidade Federal do Parana.
Para tal, foi utilizado o microscépio Nikon Ti com comprimentos de onda de
excitacdo de 488 nm, 561 nm e filtros de emissao de 525/50 nm, 595/50 nm, para o
isotiocianato de fluoresceina e rodamina, respectivamente. As imagens foram
obtidas em aumentos de 20x e 60x no software NIS-Elements Analysis 4.20 e
processadas no Fiji (ImageJ).

O diametro de 100 goticulas de cada amostra analisada foi medido com o
software Fiji (Imaged). Considerando que o didametro das goticulas medido € uma
variavel continua, para montagem do histograma de distribuicdo de frequéncia do
didmetro das goticulas, o numero de classes (k) e a amplitude de classes (h) foi
calculado conforme as Equacdes 3 e 4, respectivamente. Nas equacdes, n
representa o numero total de observagdes e a, a amplitude total das observacoes,

definida como a diferenga entre o maior e o0 menor valores observados.

k=1+332logn (3)

4.8 AVALIACAO REOLOGICA DA INTERACAO POLIMERO-NANOPARTICULA

A caracterizagdo reologica da interagdo dos polissacarideos com as

nanoparticulas proteicas de gliadina foi realizada utilizando o equipamento redmetro
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HR-10 Discovery Hybrid Rheometer, TA Instruments (New Castle, DE, USA). A
geometria utilizada foi a geometria de cone (2°) e placa, com diametro de 40 mm,
angulo de 1,99639° e gap de 300 um. A fim de evitar evaporagao foi utilizado o
sistema de solvent trap.

Foram realizados experimentos dinamico-oscilatérios e de viscosidade com
os polissacarideos na auséncia e na presenca de NPG. Para cada polimero, duas
dispersbes foram preparadas: em agua e em NPG. Dispersdes estoque de HPMC
foram preparadas a 2 % (m m™') do polimero em agua e outra em 1 % (m m™") de
NPG. O mesmo foi realizado para a AMP, onde preparou-se dispersoes estoque de
10 % (m m") em agua e outraem 1 % (m m') de NPG.

Para determinagdo da regido viscoelastica linear, a varredura de amplitude
foi realizada em 25 °C, com frequéncia constante (1 Hz) e tensédo de cisalhamento
de 0,01 a 100 Pa. Medicbes de viscosidade foram determinadas através de curvas
de fluxo com taxas de cisalhamento de 1 a 1000 s™'. A varredura de frequéncia em
tensdo dentro da faixa de viscoelasticidade linear foi realizada de 0,1 a 10 Hz. Além
disso, experimentos de oscilagdo de temperatura foram realizados, dentro da regido
viscoelastica linear, a 1 Hz, com faixa de temperatura de 25-75 °C, com incrementos

de temperatura de 2,5 °C min-".

4.9 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos resultados pertinentes foi feita utilizando o software
Minitab® 19.1, aplicando ANOVA de um fator com o pos-teste de Tukey. Os
resultados foram representados na forma de média + desvio padrao e foram

realizados em triplicata. A significancia estatistica foi considerada quando p < 0,05.



45

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DOS POLIMEROS PURIFICADOS

5.1.1 Caracterizacao da AMP

Conforme argumentado por Hazt (2022), torna-se imprescindivel purificar a
AMP devido a presenca de granulos amido na amostra comercial, o qual poderia
ocasionar interferéncias nos resultados subsequentes desta investigacdo. Dessa
forma, foram adicionadas etapas de purificacdo da APM, conforme descritos no item
4.3.1.

O perfil de eluicao da APM purificada pode ser observado na Figura 9.

FIGURA 9 — PERFIL DE ELUICAO DA AMP PURIFICADA, USANDO FASE MOVEL DE NaNOs 0,1
mol L-* COM 0,5 g L' NaNs A UM FLUXO DE 0,6 mL min-' A 25 °C.
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FONTE: O autor (2024).

A analise por SEC permitiu obter o perfil de distribuicao molecular da AMP.
Conforme relatado por Lin et al. (2019), a AMP € um polissacarideo que apresenta
polidispersdo, sendo relatados a presenca de AMP de cadeia ramificada curta e

AMP de cadeia ramificada longa. Ainda, algumas AMP apresentam cadeias
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ramificadas extralongas, similares a cadeia de amilose. Conforme determinado
experimentalmente, a AMP purificada apresentou tempo de eluicdo entre 35 e 57
minutos, com pico unico observado pelo detector RALS. No detector de RI também
foi observado um pico unico com formacdo de ombros a direita, provavelmente
provenientes de por¢cdes da amostra de AMP de cadeia ramificada mais curta. O
perfil de eluicdo da AMP foi compativel com os perfis de eluicdo de Kobayashi,
Schwartz e Lineback (1985) e Zhu et al. (2020), para AMP extraida do amido de
milho e do arroz, respectivamente. As massas molares, D e o raio de giro ponderal

médio (Rgw) sé@o apresentados na Tabela 3.

TABELA 3 - PARAMETROS MACROMOLECULARES DA AMP PURIFICADA.

Parametros AMP
Mn / g mol’ 1,80 x 107
Mw / g mol’ 1,99 x 107
D (Mw/Mn) 1,11 + 0,07

ng/ nm 87,2

FONTE: O autor (2024).

5.1.2 Caracterizagao do HPMC

A caracterizacdo do HPMC por analises espectroscépicas de ressonancia
magnética nuclear (RMN) foi realizado pela Dra. Franciely Colodi. O HPMC utilizado
neste trabalho apresentou grau de substituicdo total de 0,47, com porcentagem de
substituicdo de 15,7 %. O grau de substituicdo por grupos metil foi de 0,35 e dos
grupos hidroxipropil foi de 0,12. Os resultados detalhados encontram-se no
Apéndice 1.

Conforme caracterizacao por SEC, o tempo de eluicdo para o HPMC esta
entre 35 e 55 minutos, conforme visualizado na Figura 10. Um pico unico pode ser
visto através dos detectores de Rl e RALS, sugerindo a presenga de uma unica
populagao homogénea de HPMC.

Na Tabela 4, encontram-se as informag¢des macromoleculares do HPMC. A
massa molar do HPMC foi de 4,79 x 10° g mol-'. As informagdes macromoleculares
do HPMC usado neste trabalho sdo comparaveis com outros HPMC comerciais
encontrados (Jumel et al., 1996; Keary, 2001; Li et al., 2016; Schagerlof et al., 2006).
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FIGURA 10 — PERFIL DE ELUICAO DO HPMC, USANDO FASE MOVEL DE NaNO3 0,1 mol L-' COM

0,5 g L' NaN3s A UM FLUXO DE 0,6 mL min"" A 25 °C.
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FONTE: O autor (2024).

TABELA 4 - PARAMETROS MACROMOLECULARES DO HPMC.

Parametros HPMC
Mn / g mol”’ 4,79 x 10°
Mw / g mol’ 6,02 x 10°
b (Mw/Mn) 1,47 +£ 0,12
Rgw / nm 75,2

FONTE: O autor (2024).

5.2 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

Macroscopicamente, a dispersdo de NPG a 1 % (m m') apresenta coloragdo

60

branco-amarelada, opaca e homogénea. Mesmo apds armazenamento, ndo houve

mudang¢a macroscoépica na dispersao, indicando estabilidade das nanoparticulas. A

Figura 11a mostra a dispersédo apds o preparo.

Adicionalmente, um feixe de laser foi passado pela amostra, buscando

evidenciar o efeito Tyndall, como observado na Figura 11b. A observacgao do efeito

Tyndall em amostras indica a presenga de dispersdes coloidais. O efeito Tyndall &

um fendbmeno optico provocado pela dispersdao da luz em particulas coloidais,
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permitindo a visualizacdo do rastro visivel do laser no interior do frasco que contém

a amostra.

FIGURA 11 - APRESENTAGCAO MACROSCOPICA DA DISPERSAO DE NPG A 1 % (m m') NO
PRIMEIRO DIA DE PREPARO (11a). EM 11b EVIDENCIA-SE O EFEITO TYNDALL
SOBRE NPG DILUIDA 1:100 EM AGUA.

NPG Agua

FONTE: O autor (2024).

5.2.1 Morfologia

A técnica de AFM é de grande valia quando se deseja fazer a caracterizagao
morfologica de particulas em escala nanométrica, pois fornece imagens topograficas
de superficie, escaneando-a com uma probe (Krieg et al., 2019).

A imagem topografica das NPG em pH 5, obtida por microscopia de forga
atbmica, pode ser visualizada na Figura 12. Nota-se que as NPG sao particulas
quase-esféricas e semelhantes entre si, com uma populagdo homogénea. Nota-se
também a presenca de alguns aglomerados, tanto na Figura 12a quanto na Figura
12b, entre 300-600 nm.

A titulo de comparacgao, a secagem das nanoparticulas sobre a superficie da
mica se deu de duas formas, em estufa a 40 °C (Figuras 12a e 12b) e em fluxo de

gas nitrogénio (Figura 12c e 12d).
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FIGURA 12 - IMAGEM DE TOPOGRAFIA OBTIDA POR AFM, EM MODO DE CONTATO
INTERMITENTE, DA NPG EM pH 5 EM SUPERFICIE DE MICA — 8X8 uM, SECA EM
ESTUFA A 40 °C (a E b) E SOB FLUXO DE GAS NITROGENIO (c E d).

20 nm
0nm

80 nm
0 nm

FONTE: O autor (2024).

Conforme visto acima, o método de secagem das particulas sobre a mica
nao influencia o resultado morfolégico observado, uma vez que ambas as imagens
apresentam particulas quase-esféricas, diferenciando-se apenas na altura da
populacdo de particulas. A presenga de maiores aglomerados na Figura 12a €
provavelmente causada pelo efeito da temperatura, uma vez que as NPG tendem a
agregar quando expostas a temperaturas superiores a 40 °C, conforme relatado por
Joye, Nelis e Mcclements (2015).

O diametro médio e a altura média das NPG também foram determinados,
para as duas formas de secagem. Os valores foram extraidos, trangando uma linha
pela nanoparticula de uma extremidade a outra (Figura 13a), através de perfis de
altura e comprimento, conforme mostrado na Figura 13b. O numero de NPG medido

foi igual a 100 para cada método.
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FIGURA 13 — REPRESENTAGCAO DA DETERMINAGAO DO DIAMETRO DA NPG.
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FONTE: O autor (2024).

O didametro médio das nanoparticulas secas em estufa foi de 289,9 +
112,4 nm, ja para as nanoparticulas secas por fluxo de gas nitrogénio foi de
231,3 + 66,2 nm. Resultados semelhantes foram descritos por Wu et al. (2018), que
no mesmo pH encontrou particulas esféricas e de diametro médio de 190 + 18 nm,
com altura de 45,3 nm. Com relagao a altura, as nanoparticulas tiveram altura média
de 14,1 + 9,5 nm para mica seca em estufa e 13,3 = 7,7 nm para mica seca sob
fluxo de gas nitrogénio.

O fato das NPG nao serem tao altas, quando comparado ao comprimento,
pode ser explicado de 3 formas. A primeira € a atracdo das NPG com o substrato,
que faz com que espalhem mais em sobre a mica. A segunda seria a possivel perda
de agua das NPG devido ao processo de secagem e, por fim, o efeito de
compressao da nanoparticula pela ponta do equipamento, que por serem particulas

moles, acabam sendo “achatadas” durante a analise.

5.2.2 Potencial zeta

O potencial zeta é o potencial existente no plano hidrodindmico de
cisalhamento de uma particula movendo-se sob um campo elétrico, medido na
interface particula-fluido (Figura 14). Para diversos autores, a determinagdo do
potencial zeta em dispersdes esta intimamente relacionada a estabilidade coloidal.

Valores de 0 a 10 mV indicam dispersdes muito instaveis, 10 a 20 mV representam
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dispersdes relativamente estaveis, 20 a 30 mV indicam estabilidade moderada e
valores superiores a 30 mV correspondem a dispersdes muito estaveis. No entanto,
a estabilidade coloidal depende da soma das forgas atrativas de Van der Walls e das
forcas eletrostaticas repulsivas da dupla camada elétrica. Assim, entende-se que
uma dispersao estavel de nanoparticulas pode ser formada mesmo com menores

valores potencial zeta (Bhattacharjee, 2016).

FIGURA 14 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA DETERMINAGCAO POTENCIAL ZETA NO

PLANO DE CISALHAMENTO.

Particula com carga
superficial negativa

Camada de Stern

------------------------ Plano de cisalhamento

Potencial Zeta

FONTE: O autor (2024).

O ponto isoelétrico (Pl) é o valor de pH na qual uma molécula possui carga
liquida igual ou muito préxima a zero. Em dispersées com pH abaixo do PI, a
superficie da proteina esta carregada positivamente, enquanto acima do PI, esta
carregada negativamente, nessas condicbes forgcas repulsivas atuam sobre as
moléculas, diminuindo sua agregacédo. No entanto, no Pl as cargas negativas e
positivas estao balanceadas e ha predominancia de forgas atrativas, que tendem a
causar agregacao das proteinas (Novak; Havlicek, 2016).

O PI da nanoparticula foi determinado através da titulacédo de pH 4 a 9,5,
utilizando solugbes aquosas de NaOH ou HCI 0,05 mol L' para ajuste do pH, no
equipamento Stabino, pela conversao do potencial de fluxo em potencial zeta. Para
conduzir o experimento, as nanoparticulas foram previamente dispersas em uma

solugdo aquosa de KCI 10 mmol L', objetivando criar um background de
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condutividade, além da padronizacao das dispersdes, 0 que permite a comparacao
entre as diferentes triplicatas.

Os resultados, conforme representados no grafico da Figura 15, indicam que
a NPG exibiu um PI de 6,2 + 0,1, semelhante ao Pl obtivo para a gliadina extraida
pelos protocolos de extragdo de Osborne (1924) e Joye, Nelis e Mcclements (2015),
para gliadina extraida com etanol 70 % (v v'') e de Dupont et al. (2005), para a
gliadina extraida com propanol. No entanto, difere dos valores de Pl obtidos com os
protocolos de extracdo de Weiss, Volgelmeierz e Gorg (1993) e Wallace et al.
(1990), que fizeram a extragao da gliadina com solug¢des de Tris-HCI e uma mistura
de borato de sodio, lauril sulfato de sédio e mercaptoetanol, respectivamente.
Segundo Rani et al. (2023), essa diferenga nos Pl pode ser atribuida as variagbes
nas cepas de trigo utilizadas, mas principalmente, das diferengas nas técnicas de

extracao de gliadina da farinha de trigo empregadas.

FIGURA 15 - DETERMINAGAO DO PONTO ISOELETRICO DA NPG EM SOLUCAO AQUOSA DE
KCI 10 mmol L' PELA ADICAO DE NaOH OU HCI 0,05 mol L', A20 £ 5°C. O
EXPERIMENTO FOI REALIZADO EM TRIPLICATA.
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FONTE: O autor (2024).

Objetivando determinar a influéncia de sal sobre a nanoparticula, a titulagao
com uma solugdo aquosa de KCI 0,1 mol L' também foi realizada, conforme

apresentado no grafico da Figura 16.
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FIGURA 16 - TITULACAO DA NPG EM AGUA COM SOLUGAO AQUOSA DE KCI 0,1 mol L', EM pH
5,A 20 £ 5°C. O EXPERIMENTO FOI REALIZADO EM TRIPLICATA.
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FONTE: O autor (2024).

Conforme ilustrado na Figura 16, a amostra em concentragao de 0,02 mol L
de KCI apresenta seu potencial zeta muito proximo de zero. Com o aumento das
concentracdes de sal, a dispersdo de NPG perde estabilidade rapidamente, com a
formagdo de agregados. A diminuicdo do potencial zeta com o aumento da
concentragado de sal é atribuida a capacidade do sal de blindar as cargas ao redor
da NPG, reduzindo a repulsdo eletrostatica entre as particulas e,

consequentemente, promovendo a agregacao (Joye; Nelis; Mcclements, 2015).

5.2.3 Tamanho e indice de Polidispersao

As anadlises de tamanho e indice de polidispersao (PDI — do inglés
polydispersity index), em numero e intensidade, foram feitas por determinacdo do
didmetro hidrodinamico com vetores de baixo angulo. Os resultados de tamanho e
PDI podem ser visualizados abaixo.

As NPG foram produzidas através da técnica de nanoprecipitacdo e

posteriormente rotaevaporadas para remoc¢ao do etanol residual. Para tal, o pH
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precisou ser ajustado para 4, visto que, quando rotaevaporadas em pH 5, ocorria
precipitacdo no baldo, uma vez que, nesse pH, as NPG se encontravam mais
préximas do PI, resultando em um maior tamanho esperado, o que justifica a
aglomeracao. Na Tabela 5 sao presentados os resultados referentes ao tamanho
das NPG antes da alteracdo do pH, depois da alteracdo do pH para 4 e apods
rotaevaporacdo. A alteracdo no pH para 4 antes da rotaevaporagcdo resultou na
diminuicdo sutil no tamanho das nanoparticulas, sem alteracdo no PDI. Apods
rotaevaporacdo, as nanoparticulas mantiveram seu tamanho, ao mesmo tempo,
aparentaram ter tamanho mais homogéneo, devido a observagao da diminuigao do
PDI. Dessa forma, pode-se afirmar que a temperatura usada para remogéao do etanol

nao teve influéncia sobre 0 aumento do tamanho das nanoparticulas.

TABELA 5 - DIAMETRO HIDRQDINAMICO MEDIO E PDI DE NPG ANTES E APO$ i
ROTAEVAPORAGCAO, AS AMOSTRAS FORAM DILUIDAS 1:100 EM AGUA, A 20 +
5°C. O EXPERIMENTO FOI REALIZADO EM TRIPLICATA.

Tamanho (d.nm) PDI
Sem alteragao do pH 229,6 + 24,2 0,463 + 0,018
pH alterado para 4 186,3 + 77,6 0,473 + 0,027
Apos rotaevaporagéo (pH 4) 189,1 + 11,2 0,378 + 0,009

FONTE: O autor (2024).

Analisando a Figura 17, com o histograma de intensidade por tamanho de
particula, em pH 5 a NPG aparenta ter uma populacdo polidispersa de
nanoparticulas, uma vez que é observado uma segunda popula¢ao de até 5000 nm

em 3% da amostra.

FIGURA 17 - HISTOGRAMA DE DISTRIBUIGAO DO TAMANHO DE NANOPARTiCULA§ POR
INTENSIDADE ANTES DA CENTRIFUGACAO EM VETORES DE BAIXO ANGULO. AS
NPG FORAM DILUIDAS 1:100 EM AGUA, pH5 E A 20 £ 5 °C.
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FONTE: O autor (2024).
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Com o objetivo de tornar a dispersdo de particulas mais homogénea e
eliminar particulas grandes, a dispersdo de NPG foi submetida a centrifugagédo a
4000 g por 30 minutos. Esta etapa de centrifugacao foi considerada essencial, pois
acredita-se que o uso de nanoparticulas homogéneas em termos de tamanho
resultaria em uma melhor eficiéncia de adsorgao na superficie das goticulas. Uma
dispersdo homogénea de particulas sélidas facilita a distribuicdo uniforme delas na
interface liquido-liquido, estabilizando de forma mais eficaz a emulsdo. Apos
centrifugagéo, o didametro médio das NPG foi de 202,5 nm com PDI de 0,120. A

distribuicdo de particulas apos centrifugagao pode ser vista na Figura 18 abaixo.

FIGURA 18 - HISTOGRAMA DE DISTRIBUICAO DO TAMANHO DE PARTICULAS POR
INTENSIDADE APOS CENTRIFUGAGCAO A 4000 g POR 30 MINUTOS EM VETORES
DE BAIXO ANGULO. AS NPG FORAM DILUIDAS 1:100 EM AGUA, pH5 E A
20 £ 5°C.
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FONTE: O autor (2024).

O monitoramento do tamanho e do PDI das nanoparticulas foi conduzido ao
longo de 28 dias, com o objetivo de avaliar sua estabilidade. Os resultados estdo
apresentados na Figura 19. Durante esse periodo, a suspensédo de NPG a 1 % (m
m-') foi armazenada em refrigerador a 4 °C, com a finalidade de prevenir o
crescimento microbiano, uma vez que nao foi adicionado NaN3 a suspenséo.

As nanoparticulas de NPG mantiveram-se estaveis ao longo do periodo
avaliado, sem grandes alteracbes no tamanho e no PDI. A estabilidade da
suspensao de NPG foi analisada apenas até o 28° dia, considerando que, por serem
nanoparticulas de proteina, o crescimento microbiano é favorecido na auséncia de
antimicrobianos. Adicionalmente, é relevante destacar que um novo lote de NPG foi
produzida para cada experimento, com o intuito de minimizar ao maximo qualquer

tipo de contaminacgéo.
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FIGURA 19 - AVALIAQAQ DA ESTABILIDADE DAS NPG PELA DETERMINAGAO DO DIAMETRO
HIDRODINAMICO MEDIO E PDI AO LONGO DE 28 DIAS EM VETORES DE BAIXO
ANGULO. AS NPG FORAM DILUIDAS 1:100 EM AGUA, pH5 E A20 + 5 °C.
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FONTE: O autor (2024).

Para avaliar o comportamento da NPG em funcdo do pH, diferentes
dispersdes de nanoparticulas foram preparadas, adicionando-se solugdes aquosas
de NaOH 0,05 mol L' ou HCI 0,05 mol L. Objetivando eliminar a influéncia do
tempo sobre a formacdo de nanoparticulas, para cada pH uma nova dispersao foi
preparada, onde uma quantidade suficiente de acido ou base era adicionada para ir
direto do pH em que a amostra estava (em torno de 5,5) até o pH desejado.

A observacdo macroscoépica das mudancas visuais da NPG em funcéo do
pH pode ser vista na Figura 20. Inicialmente em pH 4, a dispersdo de nanoparticulas
tem coloragdo mais transparente, sugerindo a formagcdo de particulas menores.
Pesquisas realizadas por Thweissen et al. (2011) indicam que a gliadina sofre
hidrélise acida em pH abaixo de 4, com isso acredita-se que a coloracdo mais clara
também possa ser devido a dissolugao da estrutura de algumas NPG devido ao pH.
Com o aumento do pH, a disperséao fica cada vez mais opaca, com maximo em pH
6, onde a disperséo passa a ficar com coloragao amarelada devido a formacao de

agregados visualizados macroscopicamente. Em pH 7 e 8, as dispersdes tendem a
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ficar mais transparentes, porém ainda ha formacdo de agregados. Resultados

macroscopicos semelhantes foram relatados por Peng et al. (2018).

FIGURA 20 - OBSERVAS}AO MACROSCOPICA DA SUSPENSAO DE NPG A 1 % (m m-') EM AGUA
EM FUNCAO DA MUDANCA DE pH, A 20 + 5 °C.

FONTE: O autor (2024).

Os resultados da variagdao do didmetro médio das NPG em fungao da
alteracdo de pH pode ser visualizada na Figura 21. Os resultados de tamanho
corroboram com aqueles do potencial zeta (item 5.2.2), onde em pH 6 a carga
superficial da nanoparticula esta muito proxima de zero, resultando na formacao de
agregados observados macroscopicamente. O tamanho das particulas néo pdde ser
determinado em pH 6, uma vez que excede o limite maximo de determinacéo de
diametro hidrodinamico do Zetasizer NanoSeries ZS. Ainda, vale ressaltar, que a
linha que conecta os resultados de PDI é apenas uma guia para melhor visualizagao

do grafico e ndo representa tendéncia dos resultados.
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FIGURA 21 - VARIACAO DE TAMANHO E PDI DA NPG em agua EM FUNGAO DA MUDANGCA DE
pH, A 20 £ 5°C. EM pH 6 O TAMANHO DAS NANOPARTICULAS EXCEDE O LIMITE
DE DETERMINAGCAO DO EQUIPAMENTO*. AS AMOSTRAS FORAM DILUIDAS 1:100
EM AGUA E O EXPERIMENTO FOI REALIZADO EM TRIPLICATA.
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FONTE: O autor (2024).

O fendmeno de agregacao no Pl pode ser explicado devido ao aumento de
forcas atrativas sobre forgas repulsivas na superficie da nanoparticula. Além disso,
em pH 6 os aminoacidos triptofano e glutamina, devido a formagédo de uma estrutura
mais compactada de NPGs, estdo menos disponiveis para formar ligagbes de
hidrogénio com o solvente, diminuindo a estabilidade do sistema (Herrera; Veuthey;
Dodero, 2016).

Em pH 4 e 5 as NPG atingiram tamanho de 169,4 + 44,6 nm e 207,9 + 13,6
nm, respectivamente. J& em pH 6, a agregacéao foi tdo pronunciada no Pl que as
particulas fugiram do limite do equipamento. Apoés o PIl, as particulas ndo séo
capazes de voltar ao seu estado inicial, formando agregados de tamanho 1920 + 47

nm e 989,5 + 43,5 nm para os pH 7 e 8, respectivamente.

5.3 CONSTRUCAO DO DIAGRAMA DE FASES

A construcdo do diagrama de fases € uma ferramenta indispensavel ao
trabalhar com misturas poliméricas que resultam na formagao de emulsdes agua em

agua. As condi¢cdes de separagcdo de fases sao influenciadas por propriedades
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especificas dos polimeros utilizados, tais como massa molar, conformacéao
molecular, concentracdo e pH, por exemplo. Portanto, o diagrama de fases é
especifico para cada sistema e deve ser cuidadosamente elaborado para refletir as
variagdes inerentes ao sistema em estudo (Capron; Costeux; Djabourov, 2001).

Misturas de AMP e HPMC foram preparadas na auséncia de nanoparticulas,
em concentragbes de 0 a 10 % (m m') e 0 a 2 % (m m™"), respectivamente. Acima
da concentragéo critica de polimeros (0,64 % (m m') e 0,11 % (m m") de AMP e
HPMC, respectivamente), foi observado a separacdo de fases da mistura.
Macroscopicamente, a separacdo completa das fases na mistura de HPMC e AMP
foi alcancada apds 96 horas. A fim de confirmar a completa separacao de fases,
amostras das partes superior e inferior do tubo 10, preparado conforme item 4.5,
foram coletados e analisadas por cromatografia de exclusdo de tamanho. Os perfis
de eluigcao para cada porgao podem ser vistos na Figura 22, com o grafico na Figura
22a sendo a porgao superior e na Figura 22b, a inferior.

Considerando a densidade dos polimeros, de 1,0206 + 0,001 g mL-! para a
AMP e 1,0048 + 0,001 g mL' para o HPMC conforme determinado
experimentalmente, e que a separagao de fases da mistura é segregativa, entende-
se que a parte inferior dos tubos € composta por AMP e a parte superior € composta
por HPMC.

FIGURA 22 - PERFIS DE ELUICAO DA FASE INFERIOR (a) E FASE SUPERIOR (b) DO TUBO 10
DO DIAGRAMA DE FASES AMP-HPMC.
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FONTE: O autor (2024).

Os perfis cromatograficos mostrados na Figura 22 s&do semelhantes aos

perfis apresentados no item 5.1 para os polimeros puros, sugerindo a completa
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separacgao de fases da mistura apds 96 horas. No entanto, os tempos de eluicdo na
Figura 22 diferem dos tempos de eluicdo dos polimeros puros (Figuras 9 e 10)
devido ao uso de equipamentos diferentes nas analises, permitindo apenas a
comparacgao das caracteristicas dos picos das amostras. Apds esse periodo, usando
o software ImageJ, a altura total da mistura e a altura de cada uma das fases foi
medida, conforme exemplo apresentado pela Figura 23.

FIGURA 23 - REPRESENTAGAO DA DETERMINAGAO DA ALTURA DAS FASES DA MISTURA
AMP-HPMC.
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FONTE: O autor (2024).

O acompanhamento macroscépico da separagao de fases das misturas

pode ser visto na Figura 24.

FIGURA 24 - ACOMPANHAMENTO MACROSCOPICO DA SEPARAGAO DE FASES EM 0 E 96
HORAS DAS MISTURAS DE AMP-HPMC EM TEMPERATURA AMBIENTE PARA
CONSTRUGAO DO DIAGRAMA DE FASES.
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A partir das medidas determinadas pelas fotos dos tubos, foi possivel plotar
o grafico do diagrama de fases para as misturas de polimeros AMP e HPMC,

conforme representado na Figura 25.

FIGURA 25 - DIAGRAMA DE FASES DA MISTURA POLIMERICA DE AMP-HPMC APOS 96 HORAS
DE SEPARACAO DE FASES. OS PONTOS 1 E 2 REPRESENTAM AS CONDICOES
DE PREPARO DAS EMULSOES. EM VERDE ESTA MARCADA A AMP.
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FONTE: O autor (2024).

Ao analisar o diagrama de fases (Figura 25), considerando a auséncia de
estabilizantes no sistema, espera-se que a fase com a maior fracdo volumétrica atue
como a fase continua. A linha binodal (linha cheia), delimita a transi¢do entre as
regides macroscopicamente monofasica e bifasica. A linha central, marcada por
circulos, corresponde a condicao 50:50, onde as fragdes volumétricas das duas
fases s&o praticamente iguais. As linhas de amarragao, ilustradas por linhas
pontilhadas, indicam as fases em equilibrio termodinamico. Nessas condigdes, a
tensao interfacial das emulsdes € igual, quando preparadas ao longo da mesma
linha de amarragao (Esquena, 2016).

Considerando a porgao do grafico acima da linha 50:50 (a esquerda) a

emulsdo € composta pela AMP (em verde) como fase dispersa e por HPMC (em
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preto) como fase continua, ja nos pontos abaixo da linha 50:50 (a direita) a emulséo
€ composta pelo HPMC (em preto) como fase dispersa e a AMP (em verde) como
fase continua. Resultados similares foram encontrados para a mistura de HPMC e
AMP por Machado (2022), porém poucos pontos foram reportados, por isso a
necessidade da construgdo de um diagrama de fases mais elaborado.

Para dar continuidade as emulsdes, dois pontos do diagrama de fases foram
escolhidos. O Ponto 1, que contém 1,26 % (m m™') de AMP e 0,77 % (m m'") de
HPMC, e o Ponto 2, com 4,62 % (m m™) de AMP e 0,29 % (m m™") de HPMC. As
emulsées com nanoparticulas preparadas, conforme descrito pelo item 5.4,

respeitaram as proporgdes de AMP e HPMC determinadas paras os dois pontos.

5.4 AVALIACAO MACROSCOPICA E MICROSCOPICA DAS EMULSOES

As emulsdes dos pontos 1 e 2 foram preparadas sem modificacdo do pH, e
em pH 5, 6 e 7, conforme descrito no item 4.7.1. Apds preparo, as emulsdes
permaneceram sob superficie plana e fotos dos tubos foram tiradas ao longo do
tempo, de 0 a 35 dias para acompanhamento macroscopico da separagao de fases.
Emulsées nos pontos 1 e 2 também foram preparadas com adicdo de solugao
aquosa de KCI 60 mmol L.

Na microscopia confocal, foram analisadas as emulsdées nos Pontos 1 e 2
sem alteragcao do pH das emulsdes, com concentragao intermediarias de NPG de O,
0,2,0,5e 1,0 % (m m™).

5.4.1 Influéncia da adi¢ao de fluoréforos sobre a separacao de fases

Para avaliar a estabilidade microscopica da emuls&o utilizando microscopia
confocal, é necessario empregar uso de fluoréforos. No entanto, a utilizacdo dessas
substancias pode interferir na separacdo de fases da emulsdo, uma vez que 0s
fluoréforos sao adsorvidos na superficie das particulas ou alteraram quimicamente o
polimero. Portanto, tornou-se essencial investigar se a presenca de fluoréforos
influencia a separagao de fases na emulsédo de AMP e HPMC.

O isotiocianato de fluoresceina foi usado para marcar quimicamente a AMP,

formando AMP-FITC, com o objetivo de identificar qual polimero se comportaria
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como fase continua ou dispersa. Ja as NPG foram marcadas com 5 ppm de
rodamina pelo processo de adsorgao fisica. A separacédo de fases macroscoépica de
emulsdes preparadas na auséncia e na presenca de fluoroforos pode ser vista na
Figura 26.

FIGURA 26 - AVALIAQAO MACROSCOPICA DAS EMULSOES NOS PONTOS 1 E 2 PREPARADAS
NA AUSENCIA (a) E NA PRESENCA DE AMP-FITC E RODAMINA (b).

Ponto 1 Ponto 2
b b

FONTE: O autor (2024).

A presenca de 5 ppm de rodamina e de 10 % de AMP-FITC nao afetou a
separagao de fases macroscopicamente, portanto essas quantidades de fluoréforos

foram usadas para avaliar microscopicamente as emulsdes formadas.

5.4.2 Emulsdes preparadas no Ponto 1 do Diagrama de fases

Foi realizado o acompanhamento macroscopico da separacao de fases das
emulsdes preparadas no Ponto 1, com concentragdes de 1,26 % (m m™') e 0,77 %
(m m") para a AMP e HPMC, respectivamente. Além disso, ndo houve modificagéo
do pH desses sistemas, que se encontra em torno de 5,5, e foram usadas
concentragbes de NPG variando de 0 a 1 % (m m). O acompanhamento

macroscopico da separagao de fases pode ser visto na Figura 27.
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FIGURA 27 - AVALIAGAO MACROSCOPICA DE EMULSOES DE AMP EM HPMC NO PONTO 1,
COM CONCENTRAGAO DE NPG DE 0 A 1 % (m m'') SEM ALTERAGAO DO pH,
A 20+5°C.
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FONTE: O autor (2024).

Na amostra controle (BR1), em que nao foi adicionado NPG, a separacao de
fases comeca a ser notada em 24 horas, mas apds 48 horas duas fases bem
distintas podem ser observadas. Para todas as concentragcbes de nanoparticula, a
separacao de fases inicia-se apdés 24 horas, sendo um pouco mais notavel em
concentragdes de NPG de 0,05 a 0,3 % (m m™"). Apds 48 horas todas as amostras ja
haviam separado fase. Para todas as amostras com NPG, apds 48 horas, a fase
inferior apresentava-se mais opaca quando em comparagao ao branco, o que leva a
acreditar que ainda existe alguma fracdo emulsionada, ainda que em baixa

quantidade. Apos 35 dias, observa-se a formacdo de uma 32 fase no tubo de
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concentragdo de 0,05 % (m m™), entre a fase inferior de superior do tubo,
provavelmente como consequéncia da coalescéncia das goticulas da emulsao.

As emulsdes, preparadas conforme os itens 4.7.1 e 4.7.2, foram avaliadas
por microscopia confocal. Para tal, a AMP foi marcada com isotiocianato de
fluoresceina (FITC) (em verde nas imagens) e as NPG foram marcadas com
rodamina (em vermelho nas imagens). Todas as emulsdes foram analisadas apods
24 horas, exceto a emulsdo controle (auséncia de NPG) que foi analisado
imediatamente (0 horas), pois, na auséncia de NPG, a separagcdo quase completa
das fases podia ser observada em 24 horas.

As imagens de microscopia estdo apresentadas na Figura 28. Olhando a
Figura 28a, percebe-se que emulsdes do tipo AMP (em verde) como fase dispersa e
HPMC (em preto) como fase continua sdo formadas. As NPG, marcadas em
vermelho, mostram que, para todas as concentragdes de NPG, ocorre a adsorgao de
nanoparticulas na interface AMP-HPMC, resultando na estabilizagdo da emulsao
através do mecanismo de Pickering.

Com relacdo as NPG, nota-se que nanoparticulas esféricas sdo formadas
em concentragdes de 0,05 a 0,5 % (m m™'). Ainda é possivel perceber que com o
aumento da concentragdo de nanoparticulas, mais goticulas ficam recobertas de
NPG. A partir da concentracgéo de 0,5 % (m m™), a formagao de agregados comeca
a ser vista. Fenbmeno que se torna mais evidente com a elevacao da concentragao
para 1 % (m m™'), momento em que a morfologia das nanoparticulas ndo pode mais
ser distinguida. Entretanto, os agregados permanecem majoritariamente na interface
AMP-HPMC.

Na Figura 28f, com aumento de 60x, observa-se que as NPG tém
preferéncia pela fase de AMP, visto que as nanoparticulas estdo localizadas dentro
das gotas, com apenas uma pequena por¢cdo de NPG adsorvida na interface.
Resultados semelhantes foram encontrados por De Freitas et al. (2016) e Hazt
(2022), que em emulsdes de xiloglucana e amilopectina, a proteina f-lactoglobulina
também preferiu permanecer na fase de AMP, quandoempH 5a 7.

A preferéncia de molhabilidade das nanoparticulas pela fase de AMP pode
ser a razao pela qual uma melhor estabilizacdo das emulsdes nao ocorreu, pois,
emulsbes mais estaveis tendem a se formar quando a particula solida tem
preferéncia pela fase continua. Essa afirmacédo sera discutida a frente, com as

emulsdes preparadas no Ponto 2.
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FIGURA 28 - IMAGEM DE MICROSCOPIA CONFOCAL DAS EMULSOES PREPARADAS NO
PONTO 1, OBTIDAS APOS 24 HORAS DE EMULSIFICAGAO, EM AUMENTO DE 20 E
60X (f), COM CONCENTRAGOES DE NPG DE 0, 0,05, 0,2, 0,5E 1 % (m m™"). EM
VERDE A AMP-FITC, EM VERMELHO AS NPG E EM PRETO O HPMC.
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FONTE: O autor (2024).

Para verificar a existéncia de emulsdes formadas apds 24 horas, mesmo que

em baixa quantidade, a fase inferior da emulsdo com 0,5 % (m m") foi analisada por
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microscopia confocal apos 5 dias. Esta imagem microscopica pode ser vista na
Figura 29. Com a separagao de fases, a preferéncia da NPG pela fase de AMP faz
com que as nanoparticulas se concentrem na fase inferior de AMP do frasco. A partir
desse momento, uma pequena parcela de HPMC ainda permanece emulsionada,
ocorrendo uma inversdo de fases, onde o HPMC passa a ser a fase dispersa e a
AMP a fase continua. Portanto, supdéem-se que a pequena fracdo emulsionada vista
na Figura 27 apos 35 dias seria de uma emulsédo de HPMC em AMP. Como agora, 0
volume que precisa ser emulsionado € menor em relagdo ao volume do tubo total,
praticamente todas as gotas analisadas estdo 100 % recobertas de nanoparticulas.
O recobrimento fica ainda mais evidente analisando a projecao 3D para uma das

gotas da emulsao.

FIGURA 29 - IMAGEM DE MICROSCOPIA CONFOCAL DAS EMULSOES PREPARADAS NO
PONTO 1, COM 0,5 % (m m-') DE NPG APOS 5 DIAS DE EMULSIFICACAO, EM
AUMENTO DE 20X. EM VERDE A AMP-FITC, EM VERMELHO AS NPG E EM PRETO
O HPMC.

FONTE: O autor (2024).

Para cada emulsdo com nanoparticulas, o didmetro de 100 gotas foi medido.
Os histogramas de frequéncia do didametro das goticulas das emulsées podem ser

observados na Figura 30.
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FIGURA 30 - HISTOGRAMAS DE DISTRIBUICAO DE FREQUENCIA DO DIAMETRO DAS
GOTICULAS (um) DE EMULSOES PREPARADAS NO PONTO 1, PARA AS
CONCENTRAGOES DE NPG DE 0,05, 0,2 0,5 E 1,0 % (m m-).

a) 0,05% (mm™") b) 0,2% (m m™")
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FONTE: O autor (2024).
Legenda: O aumento na concentracdo de NPG nas emulsdes ndo apresentou alteracoes
significativas nos tamanhos de gotas medidos (p > 0,05).

Observa-se na Figura 30a que, ao utilizar a concentracdo de NPG de
0,05 % (m m™), aproximadamente 55 % das goticulas medidas apresentavam
diametro de até 20 um. Com o aumento da concentragdo para 0,2 % (m m™") (Figura
30b), essa proporcédo elevou-se para 80 % e permaneceu constante em
concentragdes superiores de NPG. A redugéo no tamanho das goticulas em fungao
da concentracdo de NPG indica que a area das goticulas recobertas por NPG foi
maior. Contudo, as concentragdes utilizadas ndo foram suficientes para diminuir a
coalescéncia das gotas, resultando em uma estabilidade da emulsdo que néo se
manteve apos 24 horas. Ressalta-se que nao houve diferenca estatistica entre os
tamanhos de gota observados para todas as concentragbes de nanoparticulas
testadas (p > 0,05).
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Para melhorar a estabilidade das emulsdes preparadas no Ponto 1, o pH
final das emulsdes foi ajustado. Assim, emulsdes foram preparadas com pH 5,6 e 7.
A hipotese € que a alteragao do pH resulte em emulsdes mais estaveis, dado que
em pH 6 e 7 o didametro médio das nanoparticulas € maior. Entende-se que, quanto
maior o tamanho da particula, maior sera a energia de dessor¢do necessaria para
remover a particula da superficie da gota, conforme descrito pela Equagao 2 no item
3.1 (pag 19).

O acompanhamento macroscopico da separacdao de fases das emulsdes
preparadas no ponto 1, com alteracdo do pH final para 5, 6 e 7 pode ser visto na

Figura 31.

FIGURA 31 - AVALIACAO MACROSCOPICA DE EMULSOES DE AMP EM HPMC PREPARADAS
NO PONTO 1, NA PRESENCA DE DIFERENTES CONCENTRAGOES DE NPG, EM
pH5,6 E7,A20+5°C.

2kl P pH 7
NPG % (m m™")
BR 0,05 0.1 0.2 03 0,5 0,75 1,0 BROO50102 03 05 07310 BR 0,05 0,1 0,2 0.3 05 0,75 1,0
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FONTE: O autor (2024).

Conforme observado na Figura 31, verificou-se que as emulsdes preparadas

apresentam uma sensibilidade significativa as variagbes de pH. Com relagdo a
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amostra controle (BR), em pH 5, a separagdo de fases ocorreu apenas apds 48
horas, diferentemente das amostras controle preparadas em pH 6 e 7, onde em 24
horas duas fases distintas podiam ser observadas. Esse comportamento sugere que
as variagdes de pH influenciam significativamente a estabilidade da emulséao,
provavelmente devido a mudangas nas interagdes entre os dois biopolimeros que
compdem o sistema. Essa diferenca na separacédo de fases pode ser explicada, em
grande parte, pela influéncia do pH sobre o HPMC utilizado. A amostra comercial de
HPMC empregada neste estudo apresenta uma modificagdo de superficie com
grupamento glioxal. Na industria, a modificagao da superficie do HPMC com glioxal
€ utilizada para melhorar sua dispersao em agua fria, evitando a dissolugao imediata
do polimero. Isso previne a formag¢ao de grumos em emulsdes, por exemplo.

Sugere-se que, em pH 5, o polimero HPMC apresenta menor expansao de
cadeia, por consequéncia o volume excluido € menor e os polimeros conseguem
coexistir, retardando a separagao de fases. Em pH 6 e 7, os grupamentos glioxal
tendem a formar diol, com hidroxilas mais disponiveis para realizacao de interacoes
de hidrogénio com a agua, o que promove a separagado de fases mais rapida, uma
vez que os polimeros nao estado mais interagindo entre si.

Em pH 6, apds 24 horas todas as amostras com NPG ja haviam separado
fases. Vale lembrar que nesse pH, a carga superficial e torno das nanoparticulas
esta muito préxima a zero, portanto as goticulas tendem a coalescer uma vez que
nao existe nenhuma forma de repulséo eletrostatica que impega sua aproximacao.
Outro ponto importante de ser destacado é que em pH 6 as nanoparticulas sofrem
forte agregagdo. Com nanoparticulas pequenas, o movimento Browniano prevalece
sobre a sedimentagao devido a forgas da gravidade, o que mantém as particulas
dispersas no fluido. Com nanoparticulas grandes, a forca da gravidade supera a
agitacao térmica e as particulas tendem a sedimentar.

Apos 48 horas, volumes emulsionados ainda podiam ser observados em pH
5 para concentragbes de NPG de 0,05 a 0,2% (m m') e em pH 7 de 0,05 a
0,5 % (m m™). No entanto, a alteragdo do pH no foi suficiente para aumentar a
estabilidade das emulsdes, uma vez que apdés 5 dias, todas as emulsdes preparadas
em pH 5 e 7 haviam separado fases.

A estabilidade das emulsdes também foi testada frente a adicao de KCI 60
mmol L-'. A concentragédo de KCI foi escolhida com base na Figura 16, do item 5.5.2

(pag 51). Os resultados encontram-se na Figura 32. Apos 12 horas, a separacéo de
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fases ja podia ser observada para todas as concentra¢gdes de nanoparticulas, sendo
mais pronunciada em concentragbes maiores de NPG de 0,5 e 1,0 % (m m™). Apos
24 horas, a separacao de fases completa pode ser vista em todos os tubos e em 5
dias, nota-se a formacao de um sedimentado de nanoparticulas ao fundo dos tubos,

evidenciando a desestabilizacdo das emulsées em todas as concentragcdes de NPG
testadas.

FIGURA 32 - AVALIACAO MACROSCOPICA DE EMULSOES DE AMP EM HPMC NO PONTO 1, NA
COM DIFERENTES CONCENTRAGOES DE NPG E COM ADIGAO DE SOLUGAO
AQUOSA DE KCI 60 mmol L, A 20 + 5 °C, COM pH 5,5.

NPG % (m m') NPG % (m m™)
BR 0,05 0,2 0,5 1,0 BR 0,05 0,2 0,5 1,0

s

FONTE: O autor (2024).
5.4.3 Emulsdes preparadas no Ponto 2 do Diagrama de fases

O acompanhamento macroscopico da separacao de fases das emulsdes
preparadas no Ponto 2, com concentragdes de 4,62 % (m m') e 0,29 % (m m™) para
a AMP e HPMC respectivamente, pode ser visto na Figura 33. Além disso, nao
houve modificagdo do pH desses sistemas, que gira em torno de 5,5 e, assim como

no Ponto 1, foram usadas concentracdes de NPG variando de 0 a 1% (m m™").



FIGURA 33 - AVALIACAO MACROSCOPICA DE EMULSOES DE AMP EM HPMC NO PONTO 2,

COM CONCENTRAGAO DE NPG DE 0 A 1 % (m m') SEM ALTERAGAO DO pH,
A 20+5°C.

NPG%(mm)
' BR2 0,05 01 03 0,5 0,75 1,0
. |

grit] ‘F I RETIEIR

FONTE: O autor (2024).
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A separagao de fases na amostra controle (BR2), comega a ser notada apods

24 horas apos emulsificacdo. Até 15 dias é possivel observar um pequeno volume

emulsionado de aparéncia transparente na amostra controle, e em 35 dias a

separacdo de fases completa pode ser vista. Apds 24 horas, as emulsdes

preparadas com 0,05, 0,5 e 0,75% (m m™') de NPG comegam a apresentar

separacao de fases, porém toda a porgao superior do tubo apresenta coloragao

opaca quando comparado a amostra controle.

Com 5 dias, a separagao de fases comecga a ser vista também nos tubos

com 0,1 e 1,0% (m m™) de NPG, o que fica mais evidente apds 15 dias de
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emulsificacdo, quando todos em todos os tubos ja pode ser visto uma pequena
fracdo da fase superior da mistura, rica em HPMC. Com 35 dias de emulsificagéo, a
separagcao de fases ja pode ser distinguida em todos os tubos, mas volumes
emulsionados ainda podem ser observados para todas as concentragdes de NPG.

As emulsdes, preparadas conforme os itens 4.7.1 e 4.7.2, foram avaliadas
microscopicamente por microscopia confocal. Para tal, a AMP foi marcada com
isotiocianato de fluoresceina (FITC) e as NPG foram marcadas com rodamina.
Todas as emulsbdes foram analisadas apdés 24 horas, exceto a emulsdo controle
(auséncia de NPG) que foi analisado imediatamente (0 horas), pois, na auséncia de
NPG, ja é possivel observar separagao das fases podia em 24 horas. As imagens de
microscopia das emulsdes estdo na Figura 34.

Inicialmente, na auséncia de nanoparticulas, percebe-se a formacao de
emulsdes de HPMC (preto) como fase dispersa e AMP (verde) como fase continua
(Figura 34a). Com o uso da microscopia confocal, € possivel adquirir imagens em
diferentes planos da mesma amostra. Amostras com microestruturas distintas foram
observadas em diferentes planos, permitindo a descricdo de duas regides distintas
para a mesma amostra nas concentragées de 0,05 e 0,2 % (m m™") de NPG. Para os
dois casos (Figuras 34b e c), sdo apresentadas emulsdes parcialmente formadas
por HPMC como fase continua e AMP como fase dispersa. Nas por¢des inferiores
das amostras, emulsdées de AMP como fase dispersa e HPMC como fase continua
sdo mostradas. Possivelmente essas diferentes morfologias podem ser explicadas
pela separagao de fases das amostras, que ja se inicia com 24 horas, uma vez que
a concentragdo de nanoparticula usada nao seja suficiente para emulsificar todo o
volume de HPMC empregado.

Em concentragbes maiores de NPG de 0,5 e 1,0% (m m™), todas as
porcoes das laminas analisadas sdo formadas por emulsées de HPMC em AMP.
Pela Figura 34d é possivel notar que praticamente todas as gotas estado recobertas
com nanoparticulas. Na Figura 34e, nota-se que além das gotas estarem recobertas
com nanoparticulas, o excesso de NPG usado faz com que as nanoparticulas que
nao foram adsorvidas na interface agua-agua, permanegam livres na fase continua.

No aumento mostrado na Figura 34e, € possivel perceber que as NPG estao
adsorvidas na interface da gota, mais voltadas para a fase continua de AMP, por
quem tem preferéncia. Como discutido anteriormente, emulsdes A/A mais estaveis

tendem a ser formadas quando as particulas sdo mais molhadas pela fase continua.
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Uma das principais diferengas entre a estabilizagdo de emulsées O/A e A/A
por particulas solidas € que a formacdo de uma camada de particulas na interface
agua-agua nao aparenta ser o suficiente para inibir a coalescéncia. A estabilidade
também pode estar relacionada ao biopolimero que forma a fase dispersa, mesmo
quando a tensao interfacial € a mesma. Quando a particula tem preferéncia pela
fase continua, ela se posiciona na interface, com maior orientacao para fora da gota.
Dessa forma, a repulsao estérea na superficie das gotas que colidem inicia-se mais
cedo, reduzindo a coalescéncia (Gonzalez-Jordan; Nicolai; Benyahia, 2016, 2018;
Meng; Nicolai, 2023).

FIGURA 34 - IMAGEM DE MICROSCOPIA CONFOCAL DAS EMULSOES PREPARADAS NO
PONTO 2, OBTIDAS APOS 24 HORAS DE EMULSIFICAGAO, EM AUMENTO DE 20X,
COM CONCENTRAGOES DE NPG DE 0, 0,05, 0,2, 0,5 E 1 % (m m"). EM VERDE
ESTA A AMP-FITC, EM VERMELHO AS NPG E EM PRETO O HPMC.

e)1,0% (mm™)

a) Branco

NPG% (m m™)
02 03 05 075 10/

4BR2 0.05 0.1

.
.,

Porgao superior Rorgao superior

PorcadMnferior Porcao inferior

FONTE: O autor (2024).
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A determinacdo do tamanho de goticulas foi realizada apenas para as
emulsbes preparadas com 0,5 e 1,0 % (m m™') de NPG, uma vez que nas condigbes
com menor concentragdo de nanoparticulas, duas emulsdes com caracteristicas
distintas podiam ser observadas nas amostras, promovida pela coalescéncia das
gotas. Da mesma forma que no Ponto 1, o didmetro de 100 gotas foi medido e o
resultado esta apresentado na forma de histograma de frequéncias na Figura 35,
elaborado conforme as Equacdes 3 e 4 descritas no item 4.7.2.1 (pag 41).

A primeira diferenca que pode ser notada com as emulsdes preparadas no
Ponto 2 é o tamanho das gotas. Enquanto no Ponto 1, gotas de 4 uym podiam ser
observadas, no Ponto 2 as emulsdes apresentaram goticulas maiores, com o menor
diametro sendo de 31 um. Em emulsdes preparadas com 0, 5% (m m™"), 80 % das
gotas tinham diametro entre 31 e 85 uym. Dobrando a concentracdo de NPG na
emulsdo, cerca de 90 % das gotas apresentaram didmetro de até 82 ym. Através
dos dados analisados na Figura 35, percebe-se que com o aumento da
concentracdo de NPG na emulsao houve uma diminui¢ao significativa no tamanho
das goticulas (p <0,05). Esses dados corroboram as informagdes discutidas a
respeito da Figura 34, que mostra que as goticulas estavam quase totalmente
recobertas de NPG na concentragdo de 0,5 % (m m™") de NPG, havendo um melhor

recobrimento com o aumento da concentragao.

FIGURA 35 — HISTOGRAMAS DE DISTRIBUICAO DE FREQUENCIA DO DIAMETRO DAS
GOTICULAS (uM) DE EMULSOES PREPARADAS NO PONTO 2, PARA AS
CONCENTRAGOES DE NPG DE 0,5 E 1,0 % (m m™").

a) 0,5% (m m™) b) 1,0% (m m™)
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FONTE: O autor (2024).
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Visando aumentar a estabilidades dos sistemas do Ponto 2, emulsdes em
pH 5, 6 e 7 foram preparadas. O acompanhamento macroscépico da separagao de
fases das emulsdes em até 35 dias em diferentes pH pode ser visualizada na Figura
36.

FIGURA 36 - AVALIACAO MACROSCOPICA DE EMULS()ES~ DE AMP EM HPMC NO PONTO 2, NA
PRESENCA DE DIFERENTES CONCENTRACOES DE NPG, EM pH 5, 6 E 7,
A20x5°C.

NPG % (mm1)
BR 0,05 0,1 02 03 0507510 BR 00501 02 03 05 07510 BR 0050102 03 0507510

— -
< H

5
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FONTE: O autor (2024).

Com 24 horas, as emulsdes controle (BR) preparadas em todos os pH ja
haviam separado fases. Com relacdo a amostra controle preparada em pH 5, apés
35 dias de emulsificagdo ainda é possivel distinguir uma pequena fragao
emulsionada na porgdo superior do tubo. Ainda em pH 5, todas as amostras
apresentaram separagcao de fases até 5 dias, mas ainda continham volume
emulsionado na porgdo superior do tubo. O volume emulsionado permaneceu
praticamente o mesmo apds 15 e 35 dias, exceto para a emulsdo com 1,0 % de
NPG (m m™), que apds 15 dias ndo apresentava nenhum volume emulsionado visto

e foi observado a formacéo de sedimento no fundo do tubo.
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Em pH 6, apds 24 horas a separagao de fases pode ser observada para as
emulsdes preparadas em todas as concentragcdes de NPG. Apds 48 horas, as
emulsées preparadas com 0,75 e 1,0% (m m™) haviam separado fases
completamente e um sedimento foi formado ao fundo do tubo. Apds 15 dias, a
emulsdo preparada na menor concentracdo de NPG apresentava apenas um
pequeno volume emulsionado e a separacao de fases completa ocorreu com 35
dias. Apds 35 dias, a emulsdo preparada com 0,3 % (m m™') de NPG também néao
apresentava mais nenhum volume emulsionado, enquanto as emulsées com 0,1, 0,2
e 0,5 % (m m™") de NPG ainda continham pequeno volume emulsionado. A repetigdo
do tubo 0,3 % (m m") foi feita mais duas vezes buscando entender se houve erro no
preparo de amostra, mas os resultados foram os mesmos.

Em pH 7, a separagdo de fases tem inicio apds 24 horas, ficando mais
pronunciada em 5 dias de emulsificacdo. Apds 15 dias, praticamente todas as
emulsdes haviam separado fases completamente, exceto as amostras com
concentragdes de 0,2, 0,3 e 0,5 % (m m™") de NPG. Vale notar, que apos 15 dias foi
observado a formagado de uma segunda fase opaca na porgéo inferior rica em AMP
dos tubos, provavelmente em decorréncia da sedimentagcao das NPG. Com 35 dias,
0 Unico tubo ainda com algum volume emulsionado era o tubo de 0,5 % (m m-").

Em todos os pH, as emulsdes que apresentaram melhor estabilidade foram
aquelas preparadas com concentragdo de NPG de 0,5 % (m m-). Acredita-se que a
concentragédo de 0,5 % (m m™) as emulsbes estdo muito proximas da condigdo de
coalescéncia limitada, onde as goticulas da fase dispersa apresentam tamanho
homogéneo devido a cobertura total da interface (Albert et al., 2019). O preparo de
emulsbes com concentragdes intermediarias de NPG e a observagdo por
microscopia confocal &€ necessario para comprovar a coalescéncia limitada.

Como ocorreu com as emulsdes preparadas no Ponto 1, esperava-se que as
emulsdes preparadas em pH 6 apresentassem maior instabilidade. Porém, o que foi
visto foi maior instabilidade das emulsdes preparadas em pH 7, enquanto em pH 6, 3
emulsdes ainda apresentavam volume emulsionado apds 35 dias de observagao.
Possivelmente a maior estabilidade atribuida ao pH 7 seja proveniente da dissolugéo
facilitada do HPMC em condicbes alcalinas, o que promove aumento da viscosidade
da fase dispersa e a separagao de fases mais rapidamente.

De uma forma geral, entende-se que as emulsdes preparadas no Ponto 2

sao instaveis frente a alteragdo de pH para 6 e 7, mas ainda apresentam boa
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estabilidade em pH 5. As emulsdes preparadas sem modificacdo do pH
apresentaram pH final em torno de 5,5, o que explica os resultados similares entre
os dois experimentos.

A estabilidade das emulsdes também foi testada frente a adicdo de solucao
aquosa de KCI 60 mmol L' para emulsbes de HMPC em AMP. A concentragéo de
KCI foi escolhida com base na Figura 16, do item 5.5.2 (pag 51). Os resultados

encontram-se na Figura 37.

FIGURA 37 - AVALIACAO MACROSCOPICA DE EMULSOES DE HPMC EM AMP NO PONTO 2,
COM DIFERENTES CONCENTRAGOES DE NPG E COM ADIGAO DE SOLUGAO
AQUOSA DE KCI 60 mmol L', A 20 + 5 °C, EM pH 5,5.

NPG % (mm™) NPG % (m m”
—_—
BR 0,05 0,2 0,5 1,0

FONTE: O autor (2024).

Apos 12 horas de emulsificacdo todos os tubos mostravam separacédo de
fases, com a amostra controle (BR) com separagao de fases bem delimitada. Com
24 horas, a emulsdo com 1,0 % (m m™') de NPG apresentava separagdo de fases
completa e inicio de formagao de agregados ao fundo do tubo. Com 5 dias, volumes
emulsionados na porg¢ao superior do tubo ainda podiam ser visualizados para as
demais concentragbes. Com 15 dias, a emulsdo com 0,5% (m m™) de NPG
apresentou completa separagao de fases, enquanto as emulsées com 0,05 e 0,2 %
(m m"') de NPG ainda apresentavam volume emulsionado, mesmo apds 35 dias de

emulsificacdo. Quando comparada com as emulsdes sem modificacdo do pH, a
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adicdo de KCI foi o suficiente para desestabilizar emulsdes com concentragdes de
NPG a partir de 0,5 % (m m™") de nanoparticulas.

5.5 AVALIACAO REOLOGICA DA INTERACAO POLIMERO-NANOPARTICULA

Buscando entender a preferéncia das NPG pela fase de AMP, experimentos
de viscosidade, dindmico-oscilatorios e de temperatura foram realizados para
descrever o comportamento reologico dos polimeros puros e na presenca de NPG.
Sabendo que as suspensdes de HMPC e AMP podem ter seu comportamento
alterado na presenca de nanoparticulas, curvas de viscosidade em funcédo da taxa
de cisalhamento foram avaliadas. As concentragdes de polimeros usadas nos
experimentos foram de 2% (m m') e 10% (m m™) para o HPMC e AMP,
respectivamente. Os polimeros foram avaliados na auséncia e na presenca de NPG
1% (m m"). As concentragdes de polimeros e nanoparticula foram escolhidas com
base nas concentracdes das dispersdes estoque usadas no preparo das emulsdes.

A curva de fluxo detalha as propriedades reolégicas do material,
especificamente a variagcdo da viscosidade em funcdo da taxa de cisalhamento.
Essa analise é fundamental para a determinacdo do tipo de comportamento do
fluido, categorizando-o como pseudoplastico, plastico, dilatante ou newtoniano

(Stojkov et al., 2021). As curvas de viscosidade encontram-se na Figura 38.

FIGURA 38 - CURVA DE VISCOSIDADE DA AMP 10 % (m m-') E HPMC 2 % (m m-) PUROS E
COM NPG 1 % (m m™') A 25 °C.

a) —o— AMP 10% (m m™") b) —eo— HPMC 2% (mm™)
_ —m— AMP 10% (m m™") 1 —u— HPMC 2% (mm™)
L
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. +NPG 1% (mm™) ] +NPG 1% (mm'™)

g 10—y "a.

Viscosidade (Pa.s)
Viscosidade (Pa.s)
-
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1 1I0 10IO 1000 1 10 100 1000
Taxa de Cisalhamento (s™) Taxa de Cisalhamento ()

FONTE: O autor (2024).
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Tanto a AMP quanto o HPMC exibem comportamento pseudoplastico, com a
viscosidade diminuindo em fungdo da taxa de cisalhamento (Schramm, 2006). A
AMP pura apresentou breve aumento da viscosidade em alta taxa de cisalhamento,
que pode ser atribuida a associag¢des intermoleculares induzidas por cisalhamento
ou fluxo turbulento (ANG et al., 2021). A adigdo de nanoparticulas a 1 % (m m") néo
foi suficiente para alterar a viscosidade da dispersdgo de AMP, porém em alto
cisalhamento nao foi observado aumento da viscosidade, provavelmente devido a
interacao entre NPG e AMP. No entanto, a dispersédo de HPMC apresentou um leve
aumento na viscosidade sob baixo cisalhamento com a adigdo de nanoparticulas,
podendo indicar algum tipo de interagc&o entre particula e amostra.

Em geral, dispersdes poliméricas apresentam comportamento de
viscosidade dependente da taxa de cisalhamento, comportando-se como fluidos n&o
Newtonianos do tipo pseudoplastico. Em baixo cisalhamento, as cadeias poliméricas
adotam conformacédo aleatéria ou enovelada. Com o aumento da taxa de
cisalhamento, a tensao aplicada sobre as cadeias poliméricas as torna mais
retilineas e alinhadas, com orientagao do polimero na diregao do fluxo (lanniruberto,
2015).

Antes da realizagdo dos experimentos subsequentes, foi determinada a
regido viscoelastica linear (RVL) para os polimeros HPMC e AMP, tanto na auséncia
quanto na presenca de NPG. A determinagdo da RVL é realizada por meio da curva
de amplitude, na qual os mddulos elastico e viscoso sdo monitorados em relagao a
tensdo de cisalhamento, sob uma frequéncia constante. A curva de amplitude serve
como uma triagem para as amostras analisadas. Dentro da RVL, as tensoes
aplicadas nao sao suficientes para causar ruptura estrutural no polimero,
preservando assim sua microestrutura. Desta forma, a RVL estabelece as condigdes
sob as quais as analises podem ser realizadas sem comprometer a integridade da
estrutura da amostra (Brummer, 2006).

Os graficos de oscilagao de amplitude estdo apresentados na Figura 39.
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FIGURA 39 - CURVAS DE AMPLITUDE PARA O HPMC 2 % (m m™') E AMP 10 % (m m-') NA
AUSENCIA E NA PRESENCA DE NPG 1 % (m m") A 25 °C. AS REGIOES EM CINZA
REPRESENTAM A REGIAO VISCOELASTICA LINEAR DETERMINADA PARA AS

AMOSTRAS.
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FONTE: O autor (2024).

Os proximos experimentos oscilatorios foram realizados dentro da RVL para
todas as amostras. Foram feitos experimentos de variacdo de temperatura, com
aquecimento seguido de resfriamento dos polimeros sozinhos e na presenca de
NPG. Para determinar a relaxacdo das cadeias, varreduras de frequéncia também
foram feitas antes e apds os ciclos de aquecimento e resfriamento.

A variagao de temperatura € um teste de caracterizagado reoldgico que
permite a avaliacdo da estrutura de polimeros sob determinada temperatura. O
experimento é realizado em condicbes de cisalhamento e frequéncia constantes,
visando apenas identificar a influéncia da temperatura na estrutura da amostra

(Stojkov et al., 2021).
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Os ciclos de aquecimento e resfriamento para o HPMC podem ser visto na

Figura 40.

FIGURA 40 - RAMPA DE TEMPERATURA DO HPMC A 2 % (m m') NA AUSENCIA (a E b) E NA
PRESENCA DE NPG A 1 % (m m™) (c E d). AS FIGURAS a E ¢ REPRESENTAM AS
CURVAS DE AQUECIMENTO E AS FIGURAS b E d REPRESENTAM AS CURVAS DE
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FONTE: O autor (2024).

Como observado na Figura 40, em temperaturas mais baixas, G” € maior

que G’, indicando o comportamento de fluido viscoelastico das amostras. Com o

aumento da temperatura (Figuras 40a e 40c), tanto G’ quanto G” tendem a diminuir

até atingirem uma faixa de temperatura caracteristica, onde ocorre uma queda

abrupta de G” e uma queda menos acentuada de G’. A partir desse ponto, as

amostras apresentam G’ maior que G”, evidenciando a geleificagdo dos polimeros

(Clark, 1991). A temperatura em que G e G” cruzam € denominada como
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temperatura de geleificacdo, que foi de 63,6 °C para o HPMC em agua. A
temperatura de geleificagcdo do HPMC na presenga de nanoparticulas foi de 69,6 °C,
indicando que as NPG interagem com o HPMC majoritariamente através de
interagcdes hidrofébicas, uma vez que em temperatura elevada interagdes por ligagéo
de hidrogénio sao prejudicadas.

Muito descrito na literatura, dispersdes aquosas de HPMC tendem a formar
géis reversiveis com o aumento da temperatura. O fendmeno de geleificagéo
termoreversivel pode ser explicado pelo aumento das interagdes hidrofobicas em
temperaturas elevadas, que prejudicam ligagdes de hidrogénio, além da exclusao da
agua de regides altamente metoxiladas do polimero. O HPMC se torna mais
hidrofébico e a determinada temperatura, a associagao hidrofébica de grupamentos
metoxilados favorece a formacdo de uma rede tridimensional, mostrando
caracteristica de geleificacao (Sarkar, 1979; Silva et al., 2008).

As interag¢des hidrofobicas das NPG com o HPMC ficam mais evidentes no
ciclo de resfriamento (Figura 40b e 40d), uma vez que o HPMC puro volta ao seu
estado viscoelastico original em 45,7°C e o HPMC na presenca de NPG retorna ja
em 64,2 °C. Entende-se que, a realizagcado de interagdes hidrofébicas com a NPG
prejudica a formacédo da rede polimérica do HPMC, por isso a temperatura de
geleificagdo € um pouco mais elevada. Com o resfriamento, as interagdes entre o
HPMC e a NPG sao rapidamente desfeitas, fazendo com que o HPMC retorne a seu
estado original.

A varredura de frequéncia, realizada dentro da regido viscoelastica linear,
para o HPMC em agua e na presenga de NPG encontra-se na Figura 41. Varreduras
de frequéncia foram feitas sobre variagao de frequéncia em amplitude e temperatura
constantes. Em baixas frequéncias, tanto o HPMC em agua, quanto na presenga de
NPG apresentam caracteristica de fluido viscoelastico (G”>G’). Conforme a
frequéncia aumenta G’ passa a dominar o sistema, até ser observado a intersecgao
entre os modulos, com G’>G”, onde uma rede polimérica é formada, demonstrando
a geleificagdo da amostra (Ross-Murphy, 1994).

Para o HPMC em agua, o tempo de relaxagao da cadeia polimérica péde ser
calculado pela intersec¢ao de G’ e G”, sendo equivalente a um sobre a frequéncia
no ponto de interseccdo. O tempo de relaxacdo do HPMC antes da variagdo de
temperatura foi de 0,1855 s e apds variagao de temperatura foi de 0,2873 s. Apds o

tempo de relaxagcdo, o HPMC em agua toma forma de gel, evidenciado por G'>G”.
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Para o HPMC na presenca de NPG ndo foi possivel determinar o tempo de
relaxagao, pois este se deslocou para frequéncias maiores, ja que nao houve
intersecao entre G’ e G”. Isso significa que o sistema formado possui um tempo de
relaxacdo menor, que ocorre somente a alta frequéncia, e que a presenca da NPG
esta afetando as redes transientes do polimero HPMC, também conhecidas como

entrelagcamentos macromoleculares ou do inglés “entanglements”.

FIGURA 41 - VARREDURA DE FREQUENCIA ANTES (a E c) DE DEPOIS (b E d) DAS RAMPAS DE
AQUECIMENTO E RESFRIAMENTO PARA O POLIMERO HPMC 2 % (m m-') EM
AGUA (a E b) E NA PRESENCA DE NPG A 1 % (m m™) (c E d).

HPMC 2% (m m™) em agua

a) 100 T b)"ﬂﬂ =
. -,'/'/‘( ’/‘4
A e
o e
g ,,r
104 L 10+ A
- / ’,x" /
- s ~ s
g v g ) /
= - -
o} - /’/ o 4
© V4 ) yd
- Vd
0,14 / 0,14 _/
0,01 T T T T 0,01 T T T T
1E-3 0,01 0.1 1 10 100 1E-3 0,01 0.1 1 10 100
Frequéncia (Hz) Frequéncia (Hz)
HPMC 2% (m m™") + NPG 1% (m m™)
C) 100 — d)‘IOO "
i -
e -~
. // el
10 ") 104 s
;/ ".‘)
/ " )
- / /
g R g . ¥
= - e oo 7 I’
© // v _O s
(0] - / 0] r ;)‘
rd
0.1 // 0,1 A
/
/ e
S /
0‘01 T T T T 0101 T T T T
1E-3 0,01 0,1 1 10 100 1E-3 0,01 0,1 1 10 100
Frequéncia (Hz) Frequéncia (Hz)

FONTE: O autor (2024).

A curva de temperatura e a curva de frequéncia também foram realizadas
para a AMP 10 % (m m') em agua e na presenga de NPG 1% (m m™). Os

resultados podem ser encontrados nas Figuras 42 e 43.
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FIGURA 42 - RAMPA DE TEMPERATURA DA AMP A 10 % (m m-') NA AUSENCIA (a E b) E NA
PRESENCA DE NPG A 1% (m m™") (c E d). AS FIGURAS 33a E 33¢c
REPRESENTAM AS CURVAS DE AQUECIMENTO E AS FIGURAS 33b E 33d
REPRESENTAM AS CURVAS DE RESFRIAMENTO.
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FONTE: O autor (2024).

Durante toda rampa de aquecimento e resfriamento, as amostras de AMP
pura e na presenca de NPG apresentaram comportamento fluido viscoelastico,
evidenciado por G”>G’. Nao foi observado uma diferenca tado pronunciada entre a
amostra pura e a amostra na presenga de nanoparticulas. Em altas temperaturas foi
observado um inicio de geleificacdo a aproximadamente 60 °C na amostra sem a
presengca de nanoparticulas (Figura 42a e 42b), sugerindo que ha uma interagao
hidrofébica entre as cadeias laterais da amilopectina que foi afetada pela presenca
de NPG, uma vez que o inicio de geleificagdo nao foi observado para amostras com
NPG.

Trés hipoteses podem ser sugeridas para explicar o inicio do processo de

geleificagdo da AMP. Primeiramente, o amido residual, n&o removido
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completamente durante o processo de purificacdo, pode estar gelificando a 60 °C.
No entanto, seria esperado um aumento logaritmico nos modulos elastico e viscoso,
ja que a viscosidade do sistema também aumenta com o aumento da temperatura
(Ang et al., 2021). Em segundo lugar, a presenga de NPG aumenta a pressao
osmotica do sistema, resultando em uma menor pressao de vapor. Porém, durante a
evaporagao, também é esperado um aumento nos dois moédulos. Além disso, foi
utiizado um sistema de solvent trap para evitar a evaporagdao durante o
aquecimento. Por fim, a hipotese mais plausivel € que com o aumento da
temperatura, as cadeias mais longas da AMP interagem por meio de interagdes
hidrofébicas com as NPG, o que atrasa ou impede o processo de geleificagéao,

tornando-o menos pronunciado em comparagao com a AMP pura.

FIGURA 43 - VAREDURA DE FREQUENCIA ANTES (a E c) E DEPOIS (b E d) DAS RAMPAS DE
AQUECIMENTO E RESFRIAMENTO PARA O POLIMERO AMP 10 % (m m-') EM
AGUA (a E b) E NA PRESENCA DE NPG A 1 % (m m-") (c E d).
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Conforme observado na Figura 43, durante toda a variagdo de frequéncia,
tanto a AMP pura quanto a AMP na presenca de NPG apresentam G’>G’,
comportando-se como fluido viscoelastico. Nao foi notado um crossover entre G’ e
G” para nenhuma das amostras, evidenciando que nao houve geleificagdo do
polimero.

Se, através dos resultados reolégicos apresentados, a presenca de NPG
aparenta afetar mais o HPMC, por que as nanoparticulas se encontram com maior
molhabilidade pela AMP? O fendmeno pode ser explicado pelo maior volume
excluido do HPMC. O volume excluido é caracterizado pela tendéncia de uma
molécula em excluir todas as outras moléculas do volume que ela ocupa, sendo
resultado da repulsao entre as moléculas do polimero devido a requisitos espaciais
(Lucas; Soares; Monteiro, 2001).

Quando disperso em agua, as cadeias de HPMC existem na forma linear
emaranhada. Ja a AMP, quando em agua, encontra-se na forma ramificada, como
pequenos agregados. Com a adi¢do de NPG, como o volume excluido de HPMC é
maior, as NPG tendem a migrar para a fase rica em AMP, possivelmente explicando
a maior molhabilidade das nanoparticulas por essa fase. Além disso, através dos
resultados reologicos apresentados, sugere-se que a temperatura ambiente, as
interagcdes hidrofébicas do HPMC com a NPG sao diminuidas, fazendo com que as
nanoparticulas migrem para a fase rica em AMP. A representacdo esquematica da
preferéncia de molhabilidade da NPG pela AMP pode ser vista na Figura 44.

FIGURA 44 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA PREFERENCIA DE MOLHABILIDADE DA
NPG PELA FASE DISPERSA DE AMP.

FONTE: O autor (2024).
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho avaliou o0 mecanismo de estabilizacdo de emulsdes
agua-em-agua utilizando nanoparticulas de gliadina. As nanoparticulas foram
sintetizadas por meio da técnica de nanoprecipitacdo, resultando em particulas
esféricas com didmetro meédio de 207,9 nm em pH 5, mantendo-se estaveis ao longo
de 28 dias. As emulsdes foram preparadas com os polissacarideos amilopectina e
hidroxipropilmetilcelulose em dois pontos distintos do diagrama de fases, variando-
se as concentragcdes de NPG para avaliar a estabilizagao do sistema. A microscopia
confocal confirmou o mecanismo de estabilizagdo por Pickering para ambos os
pontos observados.

Para as emulsdes de AMP em HPMC, nenhuma das concentra¢des de NPG
foi suficiente para estabilizar a emulsao por mais de 48 horas. No entanto, observou-
se uma pequena fracdo emulsionada com inversdao de fases até 35 dias. Em
aumento de 60x, notou-se a preferéncia de molhabilidade das NPG pela fase de
AMP. No Ponto 2, onde emulsdes de HPMC em AMP foram formadas, verificou-se a
estabilidade das emulsdes por até 35 dias em todos os pH testados. A concentragao
de NPG de 0,5% (m m'') demonstrou a melhor estabilizagao, atingindo quase a total
cobertura da interface liquido-liquido, com pH 5 apresentando as emulsbes mais
estaveis ao longo de 35 dias.

Os experimentos reoldgicos sugerem que as NPG preferem a fase de AMP,
uma vez que, em temperatura ambiente, as interacdes hidrofébicas entre NPG e
HPMC sao reduzidas, favorecendo a migragdo das nanoparticulas para a fase de
AMP devido ao volume excluido do polimero.

Esses resultados sao pioneiros na utilizagdo de NPG para a estabilizacdo de
emulsdes A/A, especialmente pelo emprego de polimeros de grau farmacéutico e a
substituicdo de particulas de origem animal por vegetais. Este estudo abre novos
caminhos para pesquisas adicionais e exploragao de diferentes possibilidades.
Recomenda-se a adicdo de um terceiro biopolimero as emulsdes, visando modificar
a molhabilidade das NPG e, possivelmente, melhorar a estabilidade do sistema.
Outras estratégias para aumentar a estabilidade das emulsdes incluem a
modificagdo da superficie das NPG por crosslinking enzimatico, deaminagao da

gliadina ou associagcao das NPG com outros polimeros.
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A exploracado desses novos métodos e a compreensdo mais aprofundada
das interagdes entre NPG e polissacarideos poderdo contribuir significativamente
para avangos nas industrias alimenticia e farmacéutica, oferecendo solugdes

inovadoras e sustentaveis para a estabilizacido de emulsdes.
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APENDICE 1

Caracterizagao do HPMC por Ressonéancia magnética nuclear (RMN)

Os experimentos de RMN foram realizados pela Dr. Franciely Grose Colodi,
do Grupo BioPol, e os resultados estdo descritos em artigo ainda em processo de
publicagao.

O HPMC foi analisado por RMN ('H, 3C, HSQC). A amostra foi solubilizada
a 10 g L™ para os espectros de '"H e HSQC e a 30 g L' para o espectro de '3C,
utilizando D20 a 99% e acetona como padrao interno (que apresenta deslocamentos
quimicos em 2,224 e 30,45 ppm, para 'H e '3C, respectivamente). Foi utilizado o
equipamento Bruker AVANCE IlIl 600 com campo magnético de 14,095 Tesla (600
MHz) para a obtengao de espectros mono e bidimensionais das amostras. Para o
espectro de 'H foram obtidos 32 scans com intervalo entre os scans de 1 s, de forma
a tornar a analise quantitativa.

Pela regido anomérica do espectro de HSQC, foi possivel identificar
correlagdes em 101,5/5,56 e 102,1/4,49 ppm referentes aos C1/H1 das unidades de
B-D-glucose unidas por ligagdes glicosidicas nas posigdes 1 e 4. Foram identificados
descolamentos quimicos de substituintes metilicos em trés possiveis posigdes, O2
(58,4/4,42 ppm), O6 (55,5/3,38 ppm) e O3 (57,3/3,49 ppm). Além disso, a presenca
de hidroxila no grupo hidroxipropil pode levar a polimerizagdo dos substituintes
durante a sintese dos derivados de HPMC. Dessa forma, grupos metileno em C6/H6
nao substituidos foram identificados em 60,0/4,00; 3,80 ppm e grupos substituidos
em 70,2/3,78; 3,74 ppm. Também foram atribuidos grupos metileno internos e
externos dos substituintes hidroxietii em 76,1/3,51; 3,49 e 66,3/3,52; 3,45,
respectivamente. A determinacdo do grau de substituigdo do HPMC também foi
determinada, resultando em grau de substituicdo total de 0,47, com porcentagem de
substituicdo de 15,7%. O grau de substituicdo por grupos metil foi de 0,35 e dos
grupos hidroxipropil foi de 0,12. A razdo entre os graus de substituicdo por grupos

metil e hidroxipropil foi de 2,9.



