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RESUMO

Neste trabalho foram elaboradas microestruturas de quitosana, as quais foram utilizadas
como adsorvente de corantes alimenticios e como agente encapsulante de concentrados
de acidos graxos insaturados obtidos a partir de 6leo de carpa (Cyprinus carpio). Na
primeira parte deste estudo, a microestrutura formada foi uma esponja porosa de
quitosana. Esta foi aplicada para a remocao de cinco corantes alimenticios de solucdes
aquosas, por adsorcdo. A esponja de quitosana apresentou-se megaporosa com tamanho
de porosvariando de50-200 um,porosidade de 92,2% e area superficial especifica de
1135 m? g*. As isotermas de equilibrio de adsorcdo dos corantes alimenticios
indigotina, vermelho 40, amarelo tartrazina, amarelo crepusculo e vermelho amaranto
pela esponja de quitosana foram estudadas em diferentes temperaturas.O modelo de
Langmuir de duas etapas foi adequado para representar os dados de equilibrio, e as
capacidades totais de adsorcdo variaram de 788,8 a 3316,7 mg g™*. Os parametros deste
modelo indicaram que tanto a capacidade total de adsorcdo quanto a afinidade dos
corantes pela esponja de quitosana foram favorecidas pela diminuigdo da temperatura. A
adsorcédo foi um processo espontaneo, favoravel, exotérmico e controlado pela entalpia.
Além disso, os valores de entalpia indicaram que a interacdo entre 0s corantes e a
esponja de quitosana ocorreu por intermédio de ligacdes eletrostaticas. A esponja
megaporosa de quitosana apresentou boas caracteristicas estruturais e elevadas
capacidades de adsorcdo, sendo um adsorvente alternativo para remover corantes
alimenticios de solugdes aquosas. Na segunda parte do estudo,a microestrutura formada
continha nanocépsulas de concentrados de acidos graxos insaturados. A microestrutura
foi elaborada por nanoemuls&o com posterior evaporacao do solvente por liofilizacdo. O
etanol foi o solvente da fase oleosa mais apropriado para a obtencdo das nanocapsulas,
as quais mostraram potencial para evitar 0 aumento da oxidacdo primaria dos
concentrados de acidos graxos insaturados.A partir dos resultados obtidos, verificou-se
que a emulsdo preparada com o maior tempo de homogeneizacdo (10 min) foi a que
apresentou o menor diametro médio (87,5 nm) e menor indice de polidispersao (0,32).
A microestrutura contendo as nanocéapsulas apresentou caracteristicas texturais
satisfatorias e alto rendimento de processo mostrando que a quitosana tem potencial
para ser utilizada como agente encapsulante de nanocapsulas lipidicas.

Palavras chave: quitosana, microestrutura, adsor¢do, corantes alimenticios,
nanocapsulas lipidicas.



Chitosan microstructures as an adsorbent of food dyes and encapsulating agent of

unsaturated fatty acids.

ABSTRACT

In this work, chitosan microstructures were prepared and used as adsorbents of food
dyes and encapsulating agent for unsaturated fatty acids concentrates from carp
(Cyprinus carpio) oil. Firstly, chitosan microstructure was prepared and applied to
remove five food dyes from aqueous solutions by adsorption. The chitosan scaffold
presented a megaporous structure with pore size from 50 to 200 um, void fraction of
92.2% and specific surface area of 1135 m? g *. Equilibrium isotherms were obtained
for the five food dyes (FD&C blue 2, FD&C red 40, FD&C yellow 5, FD&C yellow 6
and Food red 2) at different temperatures. The two-step Langmuir model was
appropriated to represent the equilibrium data, and the total adsorption capacities ranged
from 788.8 to 3316.7 mg g *. The model parameters indicated that the total adsorption
capacity and the affinity of the dyes by chitosan microstructure were favored by the
temperature decrease. The adsorption was a spontaneous, favorable, exothermic and
enthalpy—controlled process. Electrostatic interactions occurred between chitosan
scaffold and dyes. The chitosan microstructure showed good structural characteristics
and adsorption capacities, being an alternative adsorbent to remove food dyes from
aqueous solutions. Secondly, the microstructure was used as encapsulating agent for
unsaturated fatty acids. The microstructure was prepared by nanoemulsion followed by
lyophilization. Ethanol was the most appropriated solvent to obtaining nanocapsules,
which showed potential to avoid the primary oxidation of unsaturated fatty acids
concentrates. It was found that the emulsion prepared at higher homogenization time
(10 min) provided lower diameter (87.5 nm) and lower polydispersity index (0.32). The
microstructure containing the nanocapsules showed satisfactory textural characteristics
and high vyield process, showing that the chitosan has potential to use as an
encapsulating agent for lipid nanocapsules.

Keywords: adsorption, chitosan, food dyes, nanocapsules, microstructure.
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1. INTRODUCAO

O uso de polimeros naturais para aplicacGes diversificadas tém sido de vital
importancia para os avangos tecnolégicos. A quitosana recebe interesse mundial, pois
além de ser obtida de recursos naturais renovaveis, é biologicamente reprodutivel,
biodegradavel, biocompativel, ndo toxica e com funcgdo bioldgica. (KLAYPRADIT et
al.,, 2007). A sua obtencdo pode ser realizada por meios enzimaticos ou por
desacetilacdo alcalina da quitina, sendo este Ultimo método o mais utilizado (WESKA et
al., 2007). Durante o curso da desacetilacdo, parte das ligacbes N-acetil do polimero séo
rompidas com a formacdo de unidades de D-glucosamina que contém um grupo
aminico livre, aumentando a solubilidade do polimero em meios aquosos
(PRASHANTH; THARANATHAN, 2007). O potencial de aplicacdo da quitosana é
multidimensional, passando desde aplicacGes na area alimenticia como em nutricéo,
biotecnologia, ciéncia dos materiais, drogas e produtos farmacéuticos, agricultura e
tratamento de efluentes (KLAYPRADIT et al., 2007).

Dentre as aplicacbes da quitosana, a sua utilizacdo em processos de
adsorcéo para a remocdo de corantes de solugdes aquosas vem ganhando destaque na
literatura. A quitosana pode ser utilizada como adsorvente de corantes devido a
presenca de grupos amino e hidroxila, os quais servem como sitios ativos, fornecendo
elevadas taxas de remocdo (WAN NGAH et al., 2011). Normalmente, para fins de
adsorcéo, a quitosana é utilizada na forma de po, o0 que acarreta em desvantagens, como
por exemplo, baixos valores de area superficial, baixa porosidade e dificuldade de
separacgdo ao final do processo (CRINI; BADOT, 2008). Essas caracteristicas dificultam
a difusdo do corante na superficie da estrutura da quitosana, limitando o acesso aos
sitios internos de adsorcdo (RUTHVEN, 1984). Para melhorar o desempenho da
quitosana como adsorvente o desenvolvimento de uma microestrutura porosa a base de

quitosana € uma alternativa interessante (MIRMOHSENI et al., 2012).
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A alta hidrofilicidade da quitosana, também permite sua utilizacdo como
biomaterial na forma de micro e nanoparticulas, em diversas aplicagdes como, por
exemplo, agente encapsulante. A quitosana pode ser utilizada para preparar capsulas
com diferentes propositos, de formas e tamanhos variados (LARANJEIRA; FAVERE,
2009). Na industria de alimentos, a producdo de capsulas lipidicas € interessante, pois
os efeitos da encapsulagdo estdo intimamente relacionados com as fungdes e
propriedades dos lipidios. O dleo de pescado, por exemplo, possui grande quantidade
de nutrientes essenciais para a saude humana. Entretanto, a producdo de alimentos
enriquecidos com lipidios € tarefa dificil, devido a sua sensibilidade a degradacdo
oxidativa, o que resulta em perda de atividade (MATSUNO; ADACHI, 1993). O
encapsulamento possibilita retardar a oxidacdo dos &cidos graxos em um meio aquoso,
aprisionando-os dentro de particulas que podem imobiliza-lo e protegé-lo de agentes
oxidantes. O aprisionamento e encapsulamento destes lipidios pode proporcionar
protecdo contra a degradacdo por oxidacéo e reacdes enzimaticas durante a producao e
vida atil, impedindo assim a perda do valor metabdlico (ZIMET; LIVNEY, 2009).
Neste contexto, a elaboracdo de microestruturas de quitosana, para aplicacdo em
processos de adsor¢do de corantes alimenticios e utilizagdo como material de
revestimento para capsulas de concentrado de acidos graxos insaturados obtidos a partir
de 6leo pescado, é um estudo relevante.
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2. JUSTIFICATIVA

A cidade de Rio Grande é um polo pesqueiro que produz grande quantidade
de residuos devido a industrializacdo de seus produtos, sendo, portanto, necessario o
aproveitamento e a reutilizacdo destes, a fim de diminuir os impactos ambientais. A
industrializacdo do camarao, por exemplo, gera grandes quantidades de residuos, devido
principalmente & falta de reconhecimento deste recurso como matéria-prima e fonte para
outros produtos. De acordo com o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), entre 1999 e 2009 o desembarque médio de
camardo no estado do Rio Grande do Sul foi de 3600 toneladas por ano, onde cerca de
60% do peso total do camardo sdo residuos e 7% destes constituem-se de quitina.

Os residuos produzidos pelas industrias pesqueiras acabam muitas vezes se
tornando um sério problema ambiental, podendo gerar potenciais fontes poluidoras de
recursos hidricos, do solo e do ar. A conversdo do material residual do camarédo e
aproveitamento destes para a obtencdo de quitosana pode trazer além de vantagens
econdmicas, a reducdo do problema de eliminacao de residuos e poluentes deste género.

A quitosana recebe interesse mundial, pois além de ser obtida de recursos
naturais renovaveis, é reprodutivel, biodegradavel e ndo téxica, podendo ser utilizada
em varios setores da industria. Entre as aplicacbes de quitosana, esta a remocgédo de
coloracgéo de efluentes pelo processo de adsor¢do. O uso de quitosana como adsorvente
de corantes € justificado por diversos fatores, dentre os principais: matéria-prima de
baixo custo e renovavel, utilizacdo satisfatoria em relacdo a custo-beneficio do
processo; alta capacidade de adsorcdo e elevada afinidade com muitas variedades de
corantes. Além disso, outra aplicacdo da quitosana que vem ganhando destaque é sua
utilizacdo como agente encapsulante para micro e nanocapsulas lipidicas. O uso da

quitosana como agente encapsulante é justificado pelas suas caracteristicas satisfatorias
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como mucoadesividade, biocompatibilidade, biodegradabilidade e propriedades
formadoras de filme.

A regido Sul do Brasil contribui com a maior parcela da producdo de
pescado nacional (32,9%), sendo a carpa uma das espécies mais representativas da
piscicultura.Considerando-se a parte lipidica das nanocapsulas, o ¢éleo de
pescadonormalmente apresentamaior quantidade de acidos graxos insaturados (w-3) do
que os Oleosde sementes oumicroalgas, tornando-se um produto valiosocomomatéria-
prima para obtencdo de concentrados de AGIs. Esses concentrados podem ser obtidos a
partir de residuos do processamento de carpa, tais como cabecas, peles e visceras.

A Universidade Federal do Rio Grande (FURG) é um dos mais importantes
centros de estudos multidisciplinares sobre ecossistemas costeiros do Brasil e América
do Sul. Devido a sua localizacdo geografica desenvolve inUmeros projetos de pesquisas
relacionados a valoracdo de recursos hidrobioldgicos, como é o caso da obtencdo de
quitosana e do 6leo de pescado.

Neste contexto, é desejavel o uso dos conhecimentos da Engenharia e
Ciéncia de Alimentos a fim de utilizar uma matéria-prima renovavel e disponivel na
regido, para a producdo de microestruturas de quitosana para utilizacdo como
adsorvente de corantes alimenticios e como agente encapsulante de concentrados de

acidos graxos insaturadosobtidos a partir de 6leo de carpa (Cyprinus carpio).

2.1. Histérico do Laboratério

O Laboratério de Operacbes Unitarias da Escola de Quimica e Alimentos
(LOU/EQA/FURG) possui as linhas de pesquisa de Secagem de Alimentos e de
Valoragdo de Recursos Hidrobioldgicos, onde sdo realizadas pesquisas com diferentes
matérias-primas de importancia para a regido, como é o caso de residuos das industrias
pesqueiras locais, com apresentacdo de trabalhos em congressos e publicacbes em
periddicos cientificos.

O estudo da quitosana possui trés diferentes frentes no LOU. A primeira
linha iniciou-se em 1996 com os estudos de obtengdo e otimizagdo do processo em
bancada, sendo ampliado para escala piloto em 2000. Uma segunda linha iniciou o
estudo de secagem da quitosana, eem 2004 iniciaram-se pesquisas buscando avaliar a
despolimerizacdo quimica e a influéncia das condigdes de secagem sobre a sua massa

molar. A terceira linha estuda, desde 2000, as aplicagbes da quitosana e da quitina,
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visando especificamente o tratamento de efluentes com o uso da mesma como
adsorvente. Em 2006 as pesquisa foram direcionadas para a obtencdo de quitosana com
caracteristicas especificas para a producdo de filmes biopoliméricos. Atualmente, as
pesquisas continuam sendo realizadas com sua aplicacdo em filmes e como adsorvente
de ions metalicos e de corantes da industria alimenticia.

Estudos na é&rea da extracéo e refino de dleo de pescados iniciaram em 1997
com o projeto Refino de Oleo de Pescado (CAPES - Coordenagéo de Aperfeicoamento
de Pessoal de Nivel Superior), tendo continuidade até o presente. Foram estudados o
fracionamento fisico (1999) e awinterizacdo (2000/2001). De 2002 a 2005 estudou-se 0
refino de O&leos de pescados provenientes dos processos de silagem acida e
termomecénico de farinha. E de 2006 a até a data atual foram obtidos concentrados de
acidos graxos poli-insaturados de residuos de diferentes espéecies pescados, com énfase

na carpa (Cyprinus carpio).
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi estudar a elaboragdo de microestruturas de
quitosana, para utilizacdo como adsorvente de corantes alimenticios e como agente
encapsulante de concentrados de acidos graxos insaturadosobtidos a partir de 6leo de

carpa (Cyprinus carpio).

3.2. Objetivos Especificos

o Obter quitosana em p6 a partir de residuos de camaréo e caracteriza-la;

o Produzir e caracterizar uma microestrutura porosa de quitosana para utilizacéo
como adsorvente de corantes alimenticios;

o Obter experimentalmente isotermas de adsor¢do de cinco corantes alimenticios
pela microestrutura porosa de quitosana;

o Estimar os pardmetros termodinamicos de adsor¢éo;

o Obter e caracterizar os concentrados de acidos graxos insaturados a partir de
visceras de carpa (Cyprinus carpio);

o Produzir microestrutura contendo nanocapsulas de concentrados de &cidos
graxos insaturados utilizando quitosana como agente encapsulante;

o Estudar o efeito do solvente na eficiéncia de encapsulacdo e na oxidacdo das
nanocépsulas, e a influéncia do tempo de homogeneizacdo no tamanho das
nanocapsulas;

o Caracterizar as nanocéapsulas obtidas (morfologia, distribuicdo de tamanho,
grupamentos funcionais, composicao elementar, indice de polidispersao, rendimento de

processo e cor).
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA
4.1. Quitosana

4.1.1. Aspectos quimicos

A quitina (B-(1-4)-N-acetil-D-glucosamina) é o segundo polimero mais
encontrado na natureza, vindo depois da celulose. A sua denominacéo deriva da palavra
grega chiton, que significa revestimento protetor (SHAHIDI, 1999).

A quitina é constituida de unidades 2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose
unidas por ligacdes pB-(1—4) que, quando desacetiladas, resultam na estrutura p-(1—4)-
2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose, denominada quitosana (Figura 1) (WESKA et al.,
2007). Embora a quitina e quitosana sejam consideradas biopolimeros distintos, o
parametro grau de desacetilacdo (quantidade de mondémeros desacetilados em suas
cadeias) é que define a forma do biopolimero predominante. Quando o grau de
desacetilacdo da quitina alcanca valores de aproximadamente 50% (dependendo da
origem do polimero), a mesma fica solivel em meio aquoso &cido e é chamada de
quitosana (RINAUDO, 2006).

A quitosana ¢ uma poliamina linear que possui como principais grupos
reativos: um grupo amino, bem como grupos hidroxila primarios e secundarios
(SHAHIDI, 1999). Aos grupamentos amino disponiveis para rea¢fes quimicas sao
atribuidas suas propriedades mais interessantes: tais grupamentos podem adquirir uma
carga positiva em presenca de solucdes &cidas. Dai sua capacidade de solubilizar-se em
acidos organicos, o que constitui uma das principais caracteristicas que a difere da
quitina (PRASHANTH; THARANATHAN, 2007).

Figura 1: Estrutura quimica da quitosana
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Fonte: Prashanth eTharanathan (2007).

A quitosana € insoluvel em agua, acidos concentrados inorganicos, alcalis,
alcool e acetona, sendo completamente solivel em solucbes de acidos organicos,
quando o pH da solucdo é menor que 6,0, como &cido férmico, acético, tartarico e
acidos citricos. Alguns acidos inorganicos diluidos, tais como acido nitrico, perclorico
ou fosforico, podem ser utilizados para preparacdo de solucdes de quitosana somente
apos prolongada agitacdo e aquecimento (CRAVEIRO et al., 1999).

No estado solido, a quitosana é um polimero semicristalino. Do ponto de
vista quimico, a quitosana € um polimero de altamassa molar, sendo uma poliamina na
qual os grupos amino estdo disponiveis para reacdes quimicas (preparacdo de derivados)
e formacdo de sais com &cidos. Os grupos hidroxila C-6 (primario) e C-3 (secundario)
também podem ser utilizados na preparacdo de derivados (RINAUDO et al., 2006).A
quitosana comercial normalmente é utilizada na forma de p6 ou flocos. Produtos de
diferentes empresas diferem em pureza, forma, cor, grau de desacetilacdo, massa molar
e cristalinidade(CRINI; BADOT, 2008).

4.1.2. Fontes e processo de obtencao

A quitosana ¢ derivada da quitina presente nas carapacgas dos crustaceos, nos
exoesqueletos dos insetos e nas paredes celulares de fungos. As principais fontes
naturais da quitina sdo os residuos de camardo, siri e lagosta. A Figura 2 mostra
importantes fontes da quitina e da quitosana (CRINI; BADOT, 2008).

Atualmente, os crustaceos sdo 0s maiores produtores de quitina disponivel
para o processo industrial. O seu contetdo de quitina pode variar entre 2 a 12% (base
umida). As melhores fontes de quitina sdo oriundas do camardo, caranguejo, lagosta,

ostras e lulas. A partir dessas matérias-primas, refugos abundantes e relativamente
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baratos da industria de alimentos marinhos, ¢ produzida a a-quitina (CAMPANA-
FILHO et al., 2007).

Figura 2: Quadro com a ocorréncia natural da quitina e da quitosana.

Animais Marinhos Insetos Microrganismos

* Anelideos * Escorpiéo * Algas verdes

» Moluscos  Aranha * Levedura (tipo B)
« Celenterados « Brachiopodos * Fungos (parede

» Crustaceos - Formiga celular)

* Lagosta - Barata * Mycelia

o Siri e Besouro Penicilliun

« Camario * Algas verdes e

« Camaréo graddo MENRLE

« Kill * Esporos

« Chytridiacce
« Blastocladiaceae
« Ascomydes

Fonte: Adaptado de Campana-Filho et al. (2007).

O isolamento da quitina, normalmente envolve a execucdo de tratamentos
quimicos sequenciais destinados a eliminar as substancias que a acompanham. A sua
extracdo a partir dos exoesqueletos de crustaceos consiste na desmineralizacao,
desproteinizacdo, e remoc¢do de pigmentos (etapa também de desodorizacdo) (WESKA
etal., 2007).

Solugdes aquosas de diferentes acidos podem ser empregadas na
desmineralizacdo, etapa na qual sdo eliminados os sais minerais, principalmente
carbonato e fosfato de calcio. O tratamento pode ser executado em diferentes condi¢oes,
mas as condicdes vigorosas devem ser evitadas, pois provocam severa despolimerizagao
e a consequente degradacdo das propriedades ligadas ao carater macromolecular da
quitina (CAMPANA-FILHO et al., 2007).

As proteinas podem ser eliminadas por tratamento com solug¢des aquosas de
diferentes bases. As condicOes reacionais devem ser brandas para evitar, ou minimizar,

a ocorréncia de hidrolise dos grupos acetamida presentes na quitina e também sua



26

despolimerizacdo. A remocdo dos pigmentos, quando presentes, pode ser feita por
extragcdo com solventes ou por branqueamento (CAMPANA-FILHO et al., 2007).

A obtencdo da quitosana pode ser realizada enziméaticamente ou por
desacetilacdo alcalina da quitina, sendo este ultimo método o mais utilizado. Quando a
quitosana € preparada pela N-desacetilacdo da quitina, sdo feitos tratamentos com
solugdes alcalinas concentradas a altas temperaturas. Dentre os fatores que controlam a
taxa de desacetilacdo, a distribuigdo das unidades desacetiladas ao longo da cadeia e a
massa molar podem ser citados a concentracao alcalina, a relacdo entre quantidade de
solucdo e quantidade de quitina, o tempo e a temperatura como 0s mais importantes
(KNORR, 1991; PILLAI, et al., 2009; MENDES, et al., 2011).

Durante o curso da desacetilacdo, parte das ligacbes N-acetil do polimero
sdo rompidas com a formacdo de unidades de D-glucosamina que contém um grupo
aminico livre, aumentando a solubilidade do polimero em meios aquosos
(PRASHANTH; THARANATHAN, 2007). Ap6s a desacetilacdo, o polimero ja é
considerado quitosana, e geralmente passa por um processo de purificacdo para diminuir

0 conteldo de cinzas e consequentemente concentrar a quitosana (WESKA et al., 2007).

4.1.3. Propriedades e aplicacdes

A partir da década de 70, as aplicacdes e a producdo industrial da quitosana
sofreram um elevado crescimento. No Japdo, a producdo de quitosana cresceu 37% ao
ano, entre 1978 e 1983. Atualmente, as maiores aplicagdes da quitosana estdo
centralizadas na purificacdo de agua e no processamento de alimentos. A tendéncia
atual, para as aplicagdes industriais, é para produtos de alto valor tecnoldgico agregado,
como cosméticos, agentes de liberacdo de fa&rmacos no organismo, aditivos alimentares,
membranas semipermeaveis, filmes poliméricos e produtos farmacéuticos. Tambeém tém
sido relatado o grande potencial da quitosana em tratamento de efluentes e em
biotecnologia (CRAVEIROet al., 1999; CRINI; BADOT, 2008).

A quitosana pode se dissolver facilmente em solucbes de &cidos fracos
diluidos, devido a protonagdo de seus grupos amino. Dentre os solventes utilizados
pode-se citar o acido acético como o mais empregado. A alta hidrofilicidade da
quitosana, devido ao grande numero de grupos hidroxila e grupos amino presentes na
cadeia polimérica, permite sua utilizagdo como biomaterial na forma de micro e

nanoparticulas, gel e membrana em diversas aplicaces, como veiculo de liberacdo de
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farmacos, bandagens, géis injetaveis, membranas periodontais, etc (LARANJEIRA;

FAVERE, 2009).A Figura 3 apresenta as aplicacGes da quitosana em Vvérias areas de

estudo.

Figura 3: Aplicacfes da quitosanaem varias areas de estudo.
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Além disso, nas aplicagBes da industria alimenticia, a quitosana recebe
interesse mundial, pois além de ser obtida de recursos naturais renovaveis, é
biologicamente reprodutivel, biodegradavel, biocompativel, ndo toxica e com funcao
biolégica. Na industria de alimentos é aplicada como antioxidante, agente
antimicrobiano, proporciona a recuperacdo de proteinas sollveis e pode ser utilizada
como revestimento comestivel (KLAYPRADIT et al., 2007). Uma das suas vantagens
mais interessantes é a de poder ser modificada fisicamente, apresentando diferentes
formas e estruturas (GONSALVES et al., 2009). Nesse contexto, a sua modifica¢do

para utilizacdo como adsorvente e agente encapsulante € interessante.
4.1.4. Caracterizacdo da quitosana

Durante o processo de obtencdo da quitosana pode-se obter polimeros com
diferentes caracteristicas. Varia¢cdes nas propriedades fisicas de materiais obtidos a base
de quitosana podem ser atribuidos a parametros como massa molar (MM) e grau de
desacetilacdo (GD). Esses parametros estdo associados a forma de obtencdo do
polimero, origem, modo de preparacdo material, temperatura e tempo de secagem entre
outros e sdo muito importantes porque controlam o poder de inchamento, as
propriedades de difusdo da quitosana e também podem influenciar as suas
caracteristicas. A literatura apresenta que dentro da faixa de GD (60 a 80%) e My (150 a
450 kgkmol™), o comportamento da quitosana é o mais adequado para obtencdo de
materiais a base de quitosana devido a sua melhor possibilidade de modulagdo (CRINI;
BADOT, 2008, DOTTO et al., 2013, TAKAHASHI, 2007).

4.1.4.1. Massa Molar

Uma caracteristica importante na caracterizacdo da quitosana é a massa
molar. Como a quitosana tem capacidade de formar solucbes viscosas em um curto
periodo de tempo, pode-se utilizar o método viscosimétrico para a determinagdo da
massa molar média da quitosana. A viscosidade de uma solucéo de polieletrolito pode
ser descrita como funcgéo de sua viscosidade intrinseca e de sua concentragdo, caso ndo
ocorram interagdes entre as moléculas (sistema diluido). Neste caso, a equagdo de
Huggins (Equacdo 1) pode ser convertida na equacdo de Mark-Houwing-Sakurada
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(Equagéo 2) (ALSARRA et al., 2002, ROBERTS; DOMSZY, 1982, CRINI; BADOT,
2008, KUMAR, 2000).

%=[n]+k. [1.c (1)

[7] =K (MM)* )
4.4.1.2. Grau de desacetilacdo

A caracterizacdo de uma amostra de quitosana exige a determinacdo do seu
grau de desacetilacdo médio (GD). Vaérias técnicas tem sido propostas, como por
exemplo a titulacdo potenciométrica (RUSU-BALAITA et al., 2003), a espectroscopia
de ultravioleta (WU; ZIVANOVIC, 2008) e analise de infravermelho com transformada
de Fourier(FT-IR) (PILLAI et al., 2009). A escolha da técnica depende de varios
fatores, como: processo de purificacdo, solubilidade da amostra e disponibilidade de
equipamento (RINAUDO, 2006).

A andlise de FT-IR identifica os grupamentos funcionais presentes na
quitosana. As amostras sdo submetidas a determinacdo espectroscopica na regido do
infravermelho (450-4500 nm) usando a técnica de refletancia difusa em brometo de
potassio. O grau de desacetilacdo da amostra de quitosana € calculado de acordo com a
Equacdo 3 (PILLAI et al., 2009):

-~

GD (%) =878 - @ /A o . €)

4.2. Quitosana como adsorvente de corantes alimenticios

Muitas induastrias utilizam corantes e pigmentos para melhorar as
caracteristicas sensoriais dos seus produtos uma vez que a cor € uma propriedade que
torna os produtos alimenticios visualmente atraentes (PRADO; GODOY, 2003).
Existem trés categorias de corantes permitidas pela legislagéo para uso em alimentos, 0s

corantes naturais, o corante caramelo e os corantes artificiais.
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Segundo o artigo 10 do Decreto n° 55.871, de 26 de marco de 1965
(ANVISA, 1997), considera-se corante natural, o pigmento ou corante indcuo extraido
de substéncia vegetal ou animal. O corante caramelo é o produto obtido a partir de
acucares pelo aguecimento a temperatura superior ao seu ponto de fusdo. O corante
artificial é a substancia obtida por processo de sintese (com composicdo quimica
definida). Os corantes artificiais sdo substancias quimicas orgédnicas complexas que
foram originalmente derivados do alcatrdo de carvdo. As indUlstrias alimenticias
passaram a utiliza-los por serem mais baratos, mais estaveis, e mais brilhantes do que a
maioria dos corantes naturais (KOBYLEWSKI; JACOBSON, 2010).

Dentreos corantes artificiais permitidos no Brasil pode-se citar: o amarelo
crepusculo, azul brilhante FCF, amaranto, eritrosina, indigotina, ponceau 4R, tartrazina
e o0 vermelho 40 (CONSTANT et al., 2002). A utilizacdo de corantes artificiais € um
dos avancos mais polémicos da industria de alimentos, jA que seu uso em muitos
alimentos justifica-se apenas por questdes de habitos alimentares. Varios estudos tém
sido realizados para verificar os efeitos nocivos dos corantes artificiais a salde humana
(PRADO; GODOY, 2003). A Tabela 1 apresenta a origem dos corantes artificiais
permitidos pela legislacdo brasileira e os efeitos que estes podem exercer na salde.

Estes corantes sdo caracterizados por uma baixa taxa de fixacdo, portanto,
uma consideravel parcela destes é descartada nos efluentes industriais. A disposicdo
ambiental de efluentes contaminados com corantes muitas vezes leva a coloracdo dos
corpos d'agua. A coloracdo de efluentes é esteticamente inaceitavel e também afeta o
ecossistema aquatico, reduzindo a solubilidade do oxigénio e interferindo no
metabolismo fotossintético. Além disso, alguns corantes sintéticos podem causar riscos
a salde humana, sendo toxicos, cancerigenos e mutagénicos (KOPRIVANAC; KUSIC,
2008).

Pesquisadores tém investigado a quitosana como adsorvente para a captura
de corantes dissolvidos em meio aquoso. Esse polimero natural possui diversas
caracteristicas que o tornam um adsorvente eficaz para a remocdo de cor. Seu uso é
justificado por vantagens importantes: seu baixo custo em relacdo ao carvéo ativado
comercial, capacidade de se ligar firmemente aos poluentes, versatilidade, alta
eficiéncia e cinética rapida (CRINI; BADOT, 2008).
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Tabela 1: Origem e efeitos adversos de alguns corantes artificiais permitidos pela

Legislacédo Brasileira.

Corante Origem Efeitos adversos
Sintetizado da tinta do ) o )
Amarelo 3 5 Alergia, urticaria, angiodema e problemas
; alcatrdo de carvéo e
crepusculo géstricos.

tintas azoicas

Sintetizado a partir da

Azul
) tinta do alcatrdo de Hiperatividade em criangas, eczema e asma.
Brilhante 3
carvéo
Vermelho Sintetizado a partir do  Deve ser evitado por sensiveis a aspirina.
Bordeaux alcatrdo de carvao Proibido em vérios paises
Pode ser foto tdxico. Contém 557 mg de
_ 3 iodo por grama de produto. Consumo
o Tinta do alcatrdo de _ .
Eritrosina y excessivo pode causar aumento de horménio
carvéo o o
tireoidiano no sangue em niveis para
ocasionar o hipertireoidismo.
_ 3 Nauseas, vomitos, hipertenséo e
o Tinta do alcatrdo de _ _ _
Indigotina y ocasionalmente alergia, com prurido e
carvéo o
problemas respiratorios.
Deve ser evitado por pessoas com
Tinta do alcatrdo de sensibilidade a aspirina e asmaticos. Podem
Ponceau 4R 3 ) L
carvao causar anemia e aumento da incidéncia de
glomerulonefrite (doenca renal)
ReacOes alérgicas em pessoas sensiveis a
_ 5 aspirina e asmaticos. Recentemente tem-se
Amarelo Tinta do alcatrdo de ) )
_ 3 sugerido que a tartrazina em preparados de
Tartrazina carvéo

frutas causa insénia em criangas. Ha relatos

de casos de afeccédo da flora gastrointestinal.

Vermelho Sintetizado Pode causar hiperatividade em criangas,
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n° 40 quimicamente eczema e dificuldades respiratorias.

Fonte: Furtado (2003).

As principais caracteristicas da quitosana que podem afetar suas
propriedades como adsorvente sdo o grau de desacetilagdo, a cristalinidade e a
porosidade. O grau de desacetilagdo controla os grupos amina livres que estardo
disponiveis para interacdo. Além disso, a cristalinidade do polimero pode controlar a
acessibilidade aos sitios de adsor¢do. Um processo conveniente para diminuir a
cristalinidade do polimero consiste em uma dissolu¢do da quitosana seguido de uma
secagem a frio da solucdo de polimero. A area superficial e volume de poros também
sdo caracteristicas importantes, pois baixos valores destas impedem a difusdo do
adsorbato no interior da estrutura do adsorvente e limitam o acesso aos sitios internos de
adsorcdo (CRINI; BADOT, 2008; RUTHVEN, 1984; GUIBAL, 2004).

4.2.1. Adsorcao

O termo adsorcao refere-se a um fendmeno, no qual, moléculas presentes
em um fluido sdo concentradas espontaneamente em uma superficie sélida (GUPTA;
SUHAS, 2009). A adsorc¢do pode ocorrer como um resultado de forcas ndo balanceadas
na superficie do sélido e que atraem as moléculas de um fluido em contato por um
tempo finito (RUTHVEN, 1984).A adsorcdo é um dos métodos mais conhecidos para a
remocdo de corantes, devido ao seu baixo investimento inicial, faciloperacdo e a
obtencgéo de um efluente tratado de alta qualidade (CRINI; BADOT,2008).

Podem-se distinguir os fendmenos de adsor¢cdo quanto as forcas
responsaveis, em dois tipos: adsorcdo quimica e adsor¢édo fisica. Se a atracdo entre a
superficie solida e as moléculas e de natureza fisica, é referida como fisiossor¢do. A
adsorcdo fisica, que constitui o principio da maioria dos processos de purificacdo e
separagdo, € um fenémeno reversivel onde se observa normalmente a deposicédo de mais
de uma camada de adsorbato sobre a superficie adsorvente. Geralmente, na adsorgédo
fisica as forcas de atracdo entre as moléculas adsorvidas e a superficie solida sao forcas
de van der Waals, com uma natureza fraca, resultando em uma adsorcao reversivel. As
energias liberadas sdo relativamente baixas e atinge rapidamente o equilibrio(GUPTA,;
SUHAS, 2009, RUTHVEN, 1984).Na adsorc¢éo fisica nenhuma ligacdo é quebrada ou
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formada, e a natureza quimica do adsorbato é, portanto, inalterada (FOUST et al.,
1982).

Por outro lado, se as forcas de atracdo sdo devido a ligagGes quimicas, 0
processo € chamado quimiossorcdo. Na adsorcdo quimica ocorre efetiva troca de
elétrons entre o sélido e a molécula adsorvida, ocasionando irreversibilidade e liberagcdo
de consideravel quantidade de energia (GUPTA; SUHAS, 2009, RUTHVEN, 1984).0
adsorbato sofre uma mudanca quimica e é geralmente dissociado em fragmentos
independentes, formando radicais e atomos ligados ao adsorvente (CIOLA, 1981).

A Tabela 2 apresenta as caracteristicas gerais que distinguem a adsor¢édo
fisica da quimiossorcao. Na adsorcao fisica, a entalpia de adsorcéo para interacdes tais
como forcas de Wan der Waals é geralmente inferior a 20 kJ mol™ e para interacdes
eletrostaticas varia entre 20 a 80 kJ mol™. A entalpia de adsorc&o para processos que
envolvem quimiossorcdo varia entre 80 e 450 kJ mol? (ALENCAR et al., 2012,
MACHADO et al , 2012).

Tabela 2: Principais diferencas entre adsorcao fisica e quimica.

AdsorcaoFisica Quimiossorcao

e Baixo calor de adsor¢do (<2 ou 3

Alto calor de adsorcdo (>2 ou 3

vezes o calor latente de vezes o0 calor latente de
evaporacgéo) evaporacéo)

e NA&o especifica e Alta especificidade

e Adsorcdo em monocamada ou e Somente adsorc¢édo em
multicamadas. Nenhuma monocamadas.Pode envolver
dissociagéo de espécies dissociacdo. Adsorcdopossivel ao
adsorvidas. Significativa apenas a longo de uma ampla gama de
temperaturas relativamente baixas temperaturas.

e Répida e reversivel. e Pode ser lenta e irreversivel.

e Sem transferéncia de elétrons, e Transferéncia de elétrons levando
embora possa ocorrer polarizagdo a formacdo de ligacdo entre o
do sorbato. adsorvente e o adsorbato.

Fonte: Ruthven (1984).

4.2.1.1. Isotermas de equilibrio



34

Quando um adsorbato entra em contato com a superficie do adsorvente, as
moléculas de adsorbato se ligam a superficie do adsorvente em quantidades que
dependem, entre outros fatores, da sua concentragdo inicial. Pode ser gerado um grafico
da capacidade de adsorcdo pela concentracdo em uma temperatura fixa, cujo nome €
isoterma de adsor¢do (BLAZQUEZ et al., 2010)

As isotermas de adsorcdo fornecem a relacdo entre o adsorvido e a
quantidade remanescente na solucdo, em uma temperatura constante. Esta ¢é
fundamentalmente importante, uma vez que os estudos do equilibrio fornecem a
capacidade do adsorvente, e descrevem as isotermas de adsor¢do por constantes cujos
valores expressam as propriedades de afinidade do adsorvente (CRINI; BADOT, 2008).

Blazquez et al. (2010) apresenta cinco tipos caracteristicos de isotermas de
adsorcéo em fase liquida, como mostrado na Figura 4.Segundo estes autores, a forma da
isoterma depende do adsorvente, do adsorbato e das ligacGes intermoleculares entre 0s

dois.

Figura 4: Isotermas caracteristicas de sor¢do em fase liquida
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Fonte:Adaptado de Blazquezet al. (2010).

As isotermas do tipo | apresentam um platé convexo, o qual esta associado a
formagdo de uma camada monomolecular em adsorventes ndo porosos ou
microporosos. Os tipos Il e 11l descrevem a adsor¢do em multicamadas geralmente em
adsorventes macroporosos. Isotermas do tipo IV sdo relativas a adsorcdo em
multicamadas via condensacdo em mesoporos. As curvas do tipo V descrevem
comportamento similar ao tipo IV, considerando interagGes fortes e/ou fracas entre o
adsorvente e o adsorbato (BLAZQUEZ et al., 2010).

Para aperfeicoar o design de um sistema de adsor¢do de corantes de
solugdes aquosas, é importante estabelecer a correlagdo mais adequada para a curva
equilibrio.Uma rigorosa descrigdo matematica da capacidade de equilibrio de adsorgéo é
indispensavel para a confiabilidade das previsfes dos pardmetros de adsorcdo, e para a
comparagdo quantitativa do comportamento de adsorcdo para diferentes adsorventes (ou
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para variadas condicbes experimentais) dentro de um determinado sistema. A
distribuico das moléculas do corante entre a fase liquida e o adsorvente € uma medida
da posicdo do equilibrio no processo de adsorcéo e pode geralmente, ser expressa por
um ou mais modelos de isoterma (CRINI; BADOT, 2008).

O modelo de isoterma de Langmuir assume que um adsorvente possui sitios
especificos, homogéneos e energeticamente idénticos de adsor¢do, e prevé o
recobrimento da monocamada na superficie do adsorvente. Dessa forma, quando uma
molécula atinge determinado sitio nenhuma adsorcdo adicional pode ocorrer naguele
local. A saturacdo da monocamada pode ser representada pela Equacdo 4 (GUIBAL,
2004):

q :quLCe (4)
° 1+k.C,

A fim de explicar a isoterma com adsor¢gdo em multicamadas com
adsorventes porosos, Blazquez et al. (2010) desenvolveu um modelo matematico nédo
linear obtido a partir da soma de duas isotermas do tipo Langmuir, considerando a
existéncia de sitios de adsorcdo heterogéneos, onde cada etapa da curva representa
diferentes (ou idénticos) tipos de sitios de adsorcdo com diferentes afinidades (ou
disponibilidades).Na primeira etapa ocorre a saturacdo dos sitios com maior afinidade
(ou maior disponibilidade ou acessibilidade) com o adsorbato, apds, ocorre a ocupacao
dos locais com menor afinidade ou acessibilidade. Este modelo pode ser representado
pela Equacdo 5:

2 gk, €. ~C,
qe:qul Ll(:e c

7 1+k,C, ©)

Para o calculo da capacidade total de adsorcdo (qm) utiliza-se a Equacdo 6
(BLAZQUEZ et al., 2010):

G = .4 ©)

4.2.1.2. Termodinamica de adsorc¢ao
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Os parametros de adsorcdo fornecem uma grande quantidade de
informacgdes sobre o tipo e 0 mecanismo do processo de adsorcdo. A termodinamica de
adsorcédo é determinada usando os coeficientes de equilibrio termodinamicos, obtidos a
diferentes temperaturas e concentracdes. As caracteristicas de adsorcdo de um material
podem ser expressas em parametros termodindmicos como as variagdes da energia livre
de Gibbs (AG"), de entalpia (AH®) e de entropia (AS°) de adsorcdo. Estes valores
indicam se 0 processo € espontaneo, e endotérmico ou exotérmico, e oferecem
informacdes sobre a heterogeneidade do adsorvente (ELWAKEEL, 2009). A variacdo
da energia livre de Gibbs, AG, ¢ dada pela Equagao 7:

AG? = —RT In(pkp) (7)

Sendo, kpaconstante de equilibrio termodindmico, que pode ser obtida plotando C./qe
versus C, e extrapolando C, para zero.

Podemos utilizar a energia livre de Gibbs para escrever uma relagéo
geral, onde esta corresponde a diferenca entre a variacdo de entalpia de adsorcéo e a
variacdo de entropia de adsor¢do, a uma temperatura constante, conforme esta

apresentado pela Equacéo 8:
AG® = AH? —TAS? (8)

Desta maneira, substituindo a Equacdo 7 na Equacdo 8, os parametros
termodinamicos AH® e AS? podem ser determinados através do grafico de Van’t Hoff’s,
ajustando os dados & Equacdo 9 e obtendo-se um coeficiente angular AH/RT e uma
intercepcao AS%/R (ELWAKEEL, 2009):

~ AS° AH°
In@ko = &7

©)

Segundo Crini e Badot (2008) a entalpia de adsor¢do para 0S processos que
envolvem quimiossorcdo estdo na ordem de -40 a -800 kJ mol™, enquanto que para a

adsorcdo fisica estes valores sdo na grandeza de unidades.



38

4.3. Quitosana como agente encapsulante

A quitosana tem caracteristicas interessantes, tais como sensibilidade ao pH,
biocompatibilidade e baixa toxicidade. Além disso, a quitosana é metabolizada por
certas enzimas humanas, especialmente a lisozima, tornando-a biodegradavel. Devido a
estas propriedades favoraveis, o interesse da quitosana e seus derivados em aplicacdes
de liberacdo de farmacos tem aumentado consideravelmente nos ultimos anos
(LARANJEIRA; FAVERE, 2009).

Uma aplicacdo da quitosana na industria farmacéutica e alimenticia é no preparo
de cépsulas para diferentes propositos, desde producdo de cépsulas contendo
antibidticos e antineoplasicos, a substancias nutracéuticas (GONSALVES et al., 2009).
Nanoparticulas de quitosana tém sido desenvolvidas para encapsular proteinas, vacinas,
agentes anticancerigenos, insulina, 6leos e &acidos nucleicos (REIS et al., 2006). A
principal razdo para a utilizacdo das capsulas em tamanho nanométrico esta relacionada
com a elevada area superficial, resultando em intensa interacdo entre a matriz na qual

estdo inseridos e as nanoparticulas (ASSIS et al., 2012).

4.3.1. Nanoparticulas

As nanoparticulas poliméricas podem ser sistemas carreadores de farmacos
que apresentam didmetro inferior a 1 um. O termo nanoparticulas inclui as nanocapsulas
e as nanoesferas, as quais diferem entre si segundo a composicdo e organizagédo
estrutural (Figura 5). As nanocapsulas sdo constituidas por um invélucro polimérico
disposto ao redor de um nucleo oleoso. Por outro lado, as nanoesferas, que ndo
apresentam oOleo em sua composicao, sdo formadas por uma matriz polimérica, onde o
farmaco pode ficar retido ou adsorvido (SCHAFFAZICKet al., 2003).

Figura 5: Nanoparticulas-Nanocapsula e Nanoesfera.
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O tamanho das nanoparticulas oferece uma série de vantagens sobre
microparticulas, incluindo-se relativamente maior captagdo intracelular em comparacao
com microparticulas. Em termos de absorcao intestinal, além de sua granulometria, a
natureza e a carga de propriedades das nanoparticulas influenciam a absorcdo por
epitélio intestinal (REIS et al., 2006; SCHAFFAZICKet al., 2003).

Na industria de alimentos, o processo de encapsulacdo pode ser aplicado
para uma variedade de razbes. Encapsulamento é uma ferramenta util para melhorar a
disponibilidade de moléculas bioativas (por exemplo, antioxidantes, minerais,
vitaminas, fitoesterdis e acidos graxos) e células vivas (por exemplo, 0s probidticos) em
alimentos. Na maioria dos casos, a encapsulacdo refere-se a uma tecnologia em que 0s
componentes bioativos sdo completamente envoltos, cobertos e protegidos por uma
barreira fisica, sem qualquer protuberancia dos componentes bioativos. Além disso, o
encapsulamento tem sido definido como uma tecnologia de embalagem de sélidos,
liquidos, gases ou materiais em pequenas capsulas que libertam o seu conteudo a taxas
controladas ao longo de periodos prolongados e em condi¢des especificas (NEDOVIC
etal., 2011).

A encapsulacdo foi originalmente introduzida na area da biotecnologia, para
tornar os processos de producdo mais eficientes. Tais tecnologias desenvolvidas cerca
de 60 anos atrds, sdo de interesse significativo para a industria farmacéutica, mas
também tem relevancia para a industria alimenticia. Nos Gltimos anos, a industria de
alimentos exige a adicdo de compostos funcionais em produtos. Estes compostos séo
geralmente altamente susceptiveis a transformacdo, do ambiente e/ou as condic¢des
gastro-intestinais e, portanto, o nano encapsulamento impds uma abordagem para a

protecdo eficaz desses alimentos enriquecidos (NEDOVIC et al., 2011).
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4.3.2. Nanocapsulas lipidicas

Nanocépsulas lipidicas sdo sistemas coloidais transportadores que foram
desenvolvidos para encapsular, proteger e distribuir componentes lipofilicos funcionais,
tais como lipidios bioativos e drogas (ASSIS et al., 2012). A encapsulacao pode ser
definida como um processo para reter uma substancia (agente ativo) dentro de outra
(material de parede) (NEDOVIC et al., 2011).

Um dos métodos mais tradicionais para a producdo das nanocapsulas é pela
formacdo de nanoemulsGes. Uma nanoemulsdo consiste em uma dispersao muito fina,
composta por uma fase de dleo e uma fase aquosa. As nanoemulsdes ndo podem ser
formadas espontaneamente, sendo necesséria energia, geralmente a partir de
dispositivos mecanicos ou a partir do potencial quimico dos componentes.
Normalmente para o preparo de nanoemulsfes sdo necessarios trés componentes
principais: uma fase aquosa, uma fase lipidica e um emulsionante ou surfactante. A fase
lipidica e uma solucdo de surfactante aquoso sdo homogeneizadas, para produzir uma
fina dispersao de uma emulsdo de 6leo em agua (ASSIS et al., 2012).

Uma vez que um meio simples e conveniente de formacdo do
encapsulamento foi desenvolvido, varios materiais de parede podem ser utilizados para
determinar quais sdo os mais eficazes para encapsular um lipidio com as propriedades
desejadas. Para isso o procedimento de encapsulacdo a ser utilizado deve ser
considerado. O método de triagem tem dois passos: a emulsificacdo do lipidio em uma
solucdo de material de parede, e uma réapida desidratacdo absorcdo (MATSUNO;
ADACHI, 1993).

O material de parede adequado para utilizagdo no presente método deve
apresentar as seguintes propriedades:

« alta atividade emulsificante;

« alta estabilidade;

* os lipidios ndo devem separar-se da emulséo durante a desidratacéo;

* possuir tendéncia para formar uma rede, fina e densa, durante a secagem,

para evitar a coalescéncia das particulas da emulsdo que estdo concentradas

durante a secagem.

Os efeitos da encapsulacdo lipidica estdo intimamente relacionados as

funcdes e propriedades dos lipidios. Vérios lipidios sdo nutrientes importantes. Os
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acidos graxos insaturados, tais como linolénico, linoleico e acidoaraquiddnico séo
nutrientes essenciais para 0s seres humanos.

As vantagens do encapsulamento lipidico estdo resumidas abaixo.

« aauto-oxidacao dos acidos graxos insaturados (AGI) € retardada;

« a estabilidade melhorada permite a plena utilizacéo dos AGI;

« 0 sabor amargo de substancias lipossollveis pode ser mascarado pela sua

inclusdo em uma cépsula;

* AGI encapsulados podem funcionar como transportadores para

substanciaslipossoltveis fisiologicamente ativas, da boca para o trato

intestinal. As cépsulas protegem as substancias dissolvidas contra hidrolise
enzimatica antes de atingir a membrana do intestino, e servem como

mediadoras de absorcdo (MATSUNO; ADACHI, 1993).

Devido a sensibilidade dos AGI a degradacdo oxidativa, a producdo de
alimentos enriquecidos com concentrados de AGI obtidos a partir de éleo de pescado se
torna uma tarefa dificil. O encapsulamento destes concentrados utilizando um polimero
(por exemplo a quitosana) como material encapsulante surge como uma alternativa para

retardar a oxidacao e impedir a perda do valor metabdlico (ZIMET e LIVNEY, 2009).

4.3.2.1. Oleo de pescado

Os problemas para a satde humana associados a ingestdo excessiva de
gordura na dieta sdo bem conhecidos. Dentre eles pode-se citar obesidade, resisténcia a
insulina, doengas cardiacas e algumas formas de céancer. Atualmente, tem sido dada
importancia as fontes de fornecimento de &cidos graxos insaturados devido as mudangas
na dieta humana e o aparecimento de doencas relacionadas ao baixo consumo destes
compostos, bem como a sua reconhecida significancia terapéutica, especialmente
aqueles da familia 6mega-3. As fontes de &cidos graxos podem ser variadas, dentre elas
pode-se citar animais e vegetais, tanto terrestres quanto aquaticas (DERNER et al.,
2006), um exemplo de fonte de fornecimento de AGI é o pescado (CREXI et al., 2010).

Uma das principais vantagens nutricionais da ingestdo de pescado,
sobretudo aqueles de aguas frias (como por exemplo a carpa), € o alto teor de acidos
graxos poli-insaturados, como o0 dmega-3, cujo consumo esta intimamente relacionado a
acdo anti-inflamatdria, prevencdo de doencas cardiovasculares, regeneracdo de

neurbnios e desenvolvimento cerebral. O 6mega-3 reduz o risco de Alzheimer,
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deméncia e cansaco mental; contribui no tratamento da depressdo, ansiedade e
alteraces no sono e diminui 0s niveis sanguineos de colesterol total, colesterol ruim
(LDL), aumentando a producéo do colesterol bom (HDL) (SEBRAE, 2010).

Infelizmente, o consumo per capita de pescado no Brasil é extremamente
baixo. Dados oficiais o estimam em 9 kg/per capita/ano em 2010, ficando a baixo do
recomendado de 12 kg/per capita/ano (SEBRAE, 2010). Assim, para o desenvolvimento
e manutencdo das funcGes do sistema nervoso central, uma dieta rica em &cidos graxos
insaturados é de vital importancia (KOLANOWSKI et al., 2006).

Os Oleos de pescado sdo compostos pelos acidos graxos essenciais
eicosapentaenoico (EPA, C20: 5n-3) e docosaexaenoico (DHA, C22: 6n-3). Ambos
EPA e DHA caem em uma categoria ainda maior de acidos graxos insaturados (AGI).
Comparado com gorduras saturadas, acidos graxos insaturados sdo mais facilmente
utilizados para producdo de energia quando ingeridos. Aumento do grau de insaturacédo
numa dada extensdo da cadeia de carbono aumenta a mobilidade relativa de gordura
armazenada, tornando os AGI mais disponiveis ao organismo. O Gleo de pescado
diminui a producéo de lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL) e triglicerideos,
devido a inibicdo da sintese dos triglicerideos hepaticos (STORLIEN et al., 2000).

Algumas propriedades quimicas definidas abaixo sdo bastante importantes
quando se trabalha com 6leos.

indice de acidez: é o nimero de miligramas de hidroxido de potassio
(KOH) necessarios para neutralizar os acidos graxos livres de um grama de gordura ou
6leo. A acidez livre de um 6leo ou gordura decorre da hidrélise parcial dos glicerideos,
por isso ndo é constante, € uma variavel intimamente relacionada com a natureza e a
qualidade da matéria prima, com a qualidade e o grau de pureza do 6leo ou gordura,
com o processamento e principalmente com as condi¢Ges de conservagéo.

Indice de perdxido: este valor indica os estados de oxidac&o dos lipidios. E
muito importante por definir a deterioracdo dos lipidios, principalmente pela presenca
de compostos de baixamassa molar provenientes da degradacdo, por exemplo, aldeidos,
cetonas, alcoois e hidrocarbonetos. Estes compostos sdo 0s responsaveis pelo sabor e
odor caracteristicos de produtos ran¢osos.

No seu estado bruto, o Oleo de pescado pode apresentar impurezas e
compostos como acidos graxos livres, mono e diacilglicerdis, fosfatideos e produtos de
oxidacdo lipidica, que o tornam inadequado para o consumo humano. Dessa maneira, 0s

6leos brutos requerem refino para satisfazer os padrdes de qualidade para a produgéo de
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oOleos e gerar produtos aceitaveis para o consumo humano. O 6leo de pescado pode ser
obtido a partir do processo de ensilagem &cida, através da acidificacdo dos residuos de
pescado ou pela elaboragéo tradicional de farinha, sendo este submetido a processos
termomecanicos. Quando o Oleo bruto é obtido de residuos de pescado (cabecas,
visceras e outros) pelo método termomecéanico, € necessaria uma etapa de coccdo para
favorecer a coagulacdo das proteinas e consequentemente a ruptura da membrana
celular, gerando a liberacdo do Oleo e &gua que estavam fisiologicamente ligados.
(CREXI et al., 2009).

O processo em que o 6leo bruto é submetido para a realizagédo de seu refino
ndo altera o contetido dos acidos graxos dos triacilglicerdis. A purificacdo do 6leo bruto
através do refino é composta principalmente pelas etapas de degomagem, neutralizacao,
branqueamento e desodorizacdo (CREXI et al., 2010).

Na degomagem, os fosfolipidios, também chamados de gomas, sdo 0s
principais compostos entre 0s componentes menores que fazem parte do 6leo bruto a ser
retirados. Isso ocorre através da separacdo dos fosfolipidios hidrataveis e dos néo
hidrataveis, uma vez que estes se tornam insollveis no 6leo e se decomp@e. Devido a
acidez proveniente da matéria-prima e a adicdo de solucdes salinas ou acidas, é
necessario a neutralizacdo destes compostos. Neste processo 0s acidos graxos livres
combinados com alcali formam sabfes. Apesar do processo de degomagem remover
certa quantidade de corantes presentes no Gleo, ele ndo deixa o 6leo completamente
limpido. Por isso se faz necessario uma etapa de branqueamento. Para um melhor
desempenho da etapa de branqueamento é recomendado que o 6leo seja seco,
apresentando uma umidade em torno de 0,1%. O branqueamento promove a remog¢ao ou
destruicdo dos pigmentos do 6leo (CREXI et al., 2010).

Em vista do grande potencial que o mercado proporciona em suplementos
alimentares de &cidos graxos insaturados e de produtos nos quais estes acidos sdo
incorporados, pesquisas voltadas a esta area tem relatado metodos visando a obtencéo
destes concentrados. O 6leo de pescado por constituir uma importante fonte de acidos
graxos poli-insaturados € usado preferencialmente como matéria-prima para preparar
concentrados de acidos graxos mono (AGMIs) e poli-insaturados (AGPIs) (CREXI et
al., 2010, PAIM, 2012).0 Quadro A1 do APENDICE1apresenta os principais beneficios
a saude proporcionados pela ingestdo de concentrados de AGI obtidos a partir de dleo

de pescado.
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A piscicultura é a principal forma de aquicultura e envolve a criacdo de
peixes comercialmente em tanques ou recintos proprios para alimenta-los. As espécies
de peixes mais comuns encontradas em fazendas de pescado sdo: salmdo, bagre, tilapia
e carpa. A piscicultura oferece uma solucdo alternativa para 0 aumento da demanda
produtos e subprodutos de pescado (SEBRAE, 2010).

Diante dos inumeros beneficios que os pescados podem trazer a salde,
associados a crescente preocupacdo com uma alimentacdo correta e saudavel, o seu
consumo tende a crescer entre a populacdo. Em 2010, a Regido Sul assinalou a maior
producdo de pescado do pais, com 133.425,1 t, correspondendo por 33,8% da producao
nacional nesta modalidade. A andlise da producdo nacional de pescado para 0 ano de
2010 demonstrou que o estado do Rio Grande do Sul continua sendo o maior polo
produtor de pescado do Brasil. A carpa e a tilapia foram as espécies mais cultivadas, as
quais somadas representaram 63,4% da producao nacional de pescado desta modalidade
(IBAMA, 2010).

As espécies de carpas (Figura A1 do APENDICE 3) sdo o grupo de peixes
de &gua doce mais cultivados. Sua tolerancia a grandes diferencas quimicas e de
temperatura, facilidade de gerenciamento, e taxas de crescimento elevadas, fez delas um
dos programas favoritos de desenvolvimento da pesca em todo o0 mundo
(KESTEMONT, 1995).A carpa comum (Cyprinus carpio) (Figura 6) € uma das mais
antigas espécies de pescado domesticadas utilizadas na alimentacdo humana. Ela
também pode ser conhecida como carpa espelho, carpa couro, koi, e carpa israelense. A
carpa comum ¢é facilmente identificada por dois pares de barbatanas em cada um dos
lados da parte superior da mandibula. Estes pescados se apresentam na cores bronze,
cobre ou amarelo e tem dorso serrilhado e espinhos da nadadeira anal. A maioria destes
pescados tem massa variando entre 0,45 e 4,5 kg e comprimento de 0,3 a 0,7 m
(FLAJSHANS; HULATA, 2007).

A carpa é um peixe de habito alimentar onivoro, com alta tendéncia para o
consumo de organismos bentdnicos, como insetos aquaticos, larvas de insetos, vermes,
moluscos, e zooplancton. Possui elevada resisténcia as condigdes adversas do meio e as
enfermidades, além de possuir uma carne com elevada aceitabilidade no mercado
(FLAJSHANS; HULATA, 2007).

Figura 6: Carpa comum (Cyprinus carpio).
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Fonte: Flajshanse Hulata(2007).
4.3.3. Secagem de Nanocapsulas

Para o desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas existe a dificuldade
de incorporar farmacos, o que exige o desenvolvimento de formulaces, e o0 estudo da
estabilidade quimica e fisica em longo prazo, uma vez que estas sao preparadas em
meio liquido. Agregacdo e fusdo das particulas dos vetores podem ocorrer ap6s um
longo periodo de estocagem (DE JAEGHERE et al., 1999), além de degradacdo dos
constituintes da formulagdo e contaminacgdo microbiana.

As suspens@es coloidais normalmente ndo possuem tendéncia a separagdo
de fases, no entanto, com o tempo, pode ocorrer a aglomeracdo das particulas e,
consequentemente, a sedimentacdo. A aplicabilidade industrial de nanoparticulas
dispersas em meio aquoso pode ser limitada, devido aos problemas de baixa
estabilidade fisico-quimica, em periodos de armazenamento prolongados. As principais
limitacdes sdo a agregacdo das particulas, a estabilidade quimica do polimero, do
farmaco ou de outras matérias-primas e, ainda, a liberagcdo prematura da substancia ativa
(SCHAFFAZICK et al., 2003).

Tendo em vista que estes problemas fisico-quimicos e microbiolédgicos
possam ser retardados ou evitados através de uma operacdo de secagem, vém crescendo
o0 interesse pelo desenvolvimento de formas sélidas (como microestruturas) para as
nanocépsulas, ampliando as perspectivas para a utilizacdo destes sistemas carreadores
de fa&rmacos (SCHAFFAZICKet al., 2003).

O estudo de secagem refere-se a remocdo de agua e outros liquidos ou
solventes organicos de materiais solidos. A secagem ou desidratacdo de materiais
bioldgicos se usa também como uma técnica de preservagdo. Os microrganismos que
provocam a decomposicdo dos alimentos ndo podem crescer e multiplicar-se em

auséncia de agua. Os microrganismos tem sua atividade diminuida quando o contetdo
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de agua se reduz a menos que 10 ¢/100g (base Umida, b.u.). Porém, geralmente é
necessario reduzir este conteldo de umidade para cerca de 5 ¢/100g (b.u.) para
preservar o valor nutritivo. Materiais secos podem ser armazenados por grandes
periodos de tempo sem perda de suas caracteristicas (GEANKOPLIS, 1998).

A desidratacao das suspensdes de nanoparticulas tem sido realizada através
das operacbes de sublimagdo (liofilizagdo) ou de aspersdo (spray-drying)
(SCHAFFAZICKet al., 2003).

4.3.3.1 Liofilizacao

Alguns produtos alimenticios, farmacéuticos e bioldgicos que ndo devem
ser expostos a altas temperaturas em uma secagem convencional, podem ser secos por
liofilizacdo. Em geral, o material a ser seco € exposto a um ambiente muito frio
(GEANKOPLIS, 1998).

A liofilizacdo consiste na remocédo da agua (gelo) através de sublimacéo e
tem sido amplamente empregada para a secagem de suspensdes de nanoesferas.
Entretanto, no caso das suspensfes de nanocapsulas, poucos trabalhos, utilizando esta
operacdo, tém sido desenvolvidos (SCHAFFAZICKet. al 2003). A liofilizacdo nada
mais € que um processo de secagem por congelamento e sublimacéo do gelo sob vacuo,
que transforma a agua sélida diretamente em vapor. O congelamento é considerado o
ponto mais importante do processo (BOSS et al. 2004). Depois que a umidade se
sublima como vapor, este pode ser extraido com bombas de vacuo mecéanicas ou com
ejetores de vapor (GEANKOPLIS, 1998).

Segundo Reis et al. (2006) a liofilizacdo pode ser um processo altamente
estabilizador. E geralmente aplicada para melhorar a estabilidade fisico-quimica das
nanoparticulas para conseguir um produto industrialmente aceitavel, especialmente nos
casos em que as condicbes de armazenamento sdo desfavoraveis. Esta técnica envolve o
congelamento da suspensdo e subsequente eliminacdo do seu conteudo de &gua por
sublimac&o sob pressdo reduzida.

Finalmente, as estruturas obtidas podem ser armazenadas em frascos
fechados a temperatura ambiente, ou num dessecador de laboratorio, ou mesmo na
geladeira, especialmente para as drogas sensiveis a temperatura (REIS et. al., 2006).

O esquema do equipamento e a evolugdo da secagem estéo representados na
Figura 7.
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Figura 7: Esquema do liofilizador e secagem.
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A Figura 7 mostra que inicialmente: (a) o material contendo a emulséo e
nanocapsulas é adicionado a uma bandeja. A primeira etapa do processo (b) é o
congelamento do produto a ser seco em baixas temperaturas. Ele pode ser inserido
congelado na camara de secagem (c) ou pode ser congelado na propria prateleira
dependendo do equipamento. A segunda etapa () € a secagem. O vacuo (d) € iniciado e
0 gelo é sublimado por pressdo reduzida. A medida que o gelo sublima, a amostra fica
porosa. O vapor originado na interface atravessa o material seco na camara de
liofilizacdo e é condensado abaixo da camara de secagem, no condensador. E por
ultimo, a segunda secagem na qual é retirada a agua residual adsorvida ao p6 obtendo-se
0 material seco. A agregacdo das nanoparticulas apds a liofilizacdo se deve ao maior
contato destas particulas durante o congelamento (estado s6lido), e em alguns casos elas
podem se fundir. A quebra e modificagdes na morfologia das particulas podem ocorrer

devido a baixas temperaturas empregadas para 0 congelamento das mesmas e também
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pela formacdo de cristais de gelo que podem provocar um estresse mecanico na
particula (BOSS et al., 2004).

Por regra geral, a liofilizacdo da lugar a produtos alimenticios e
farmacéuticos de mais alta qualidade que com qualquer outro método de secagem. O
principal fator para que isto ocorra € a rigidez estrutural que se preserva na substancia
congelada quando acontece a sublimacdo. Isto evita o colapso da estrutura porosa
depois de seca. As temperaturas baixas que sdo utilizadas reduzem ao minimo as
reagdes de degradacdo que quase sempre 0correm nos processos comuns de secagem.
(GEANKOPLIS, 1998).

5. MATERIAL E METODOS
5.1.Matérias primas

5.1.1.Quitosanaem po: obtencéo e caracterizacao

Inicialmente, 7 kg de residuos de camardo passaram por uma pré-limpeza
para a retirada dos materiais grosseiros. Em seguida os residuos foram submetidos a
etapa de desmineralizacdo utilizando solucdo de HCI 2,5 mL/100mL na proporcédo
(volume:massa) de 2:1 solucdo/residuo. Foram feitas oito lavagens de 2 min com 56 L
de &gua para a retirada do &cido. A etapa de desproteinizacédo foi feita utilizando NaOH
5 ¢g/100mL na proporcdo (volume:massa) de 3:1 solucdo/residuo. Apos, repetiu-se as
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lavagens. Por fim, foi feita a etapa de desodorizacdo/despigmentacdo utilizando-se
solucdo de hipoclorito de sédio 0,36 mL/100mL na proporcéo (volume:massa) de 5:1
solucdo/residuo. Apds seis lavagens de 3 min com 56 L de 4gua, o material foi seco por
4 h a 80°C, obtendo-se a quitina (WESKA et al., 2007).

A reacdo de desacetilacdo da quitina foi realizada em um reator de aco
inoxidavel com aquecimento e agitagdo mecéanica, em escala semi-piloto, contendo 3 L
de solucdo de NaOH (421 g L™) & temperatura de 130°C por 1,5 h, sob agitacdo de 50
rpm (WESKA et al., 2007), obtendo-se ao final do processo a quitosana. A etapa de
purificacdo da quitosana foi realizada dissolvendo-a em solucdo de acido acético (1
mL/100mL) sob agitacdo mecanica por 70 min. Apds a solugdo foi centrifugada a6500
xg por 20 min. O precipitado foi descartado e adicionou-se solugdo de NaOH ao
sobrenadante até que o pH atingisse 12,5. Neutralizou-se, e centrifugou-se a solucéo por
20 min a6500 xg, obtendo-se a quitosana purificada. Apds, essa foi seca em leito de
jorro até umidade comercial (10,0 ¢g/100g, em base Umida), de acordo com o
procedimento de Dotto et al. (2011).

A quitosana foi caracterizada, segundo as normas da AOAC 1995, quanto a
sua umidade e cinzas pelo método gravimétrico, e nitrogénio total pelo método de
Kjeldahl, em que o fator de converséo utilizado para N-quitosana foi de 11,49.

A massa molar da quitosana foi determinada através do método
viscosimétrico utilizando um viscosimetro capilar (CANNON-FENSKE, modelo
SCHOTT GERATE, GMBH-D65719, Alemanha) a 25°C.

A viscosidade reduzida foi determinada pela equacdo de Huggins (Equagéo
1), e apos esta foi convertida em massa molar por meio da equacdo de Mark-Houwink-
Sakurada (Equacdo 2) (ROBERTS; DOMSZY, 1982). Todos os experimentos foram
realizados em triplicata.

O grau de desacetilacdo (GD) foi determinado através de analise de
infravermelho, e calculado através da Equacdo 3 (PILLALI, et al., 2009).

5.1.2.Adsorbato: corantes alimenticios
Foram utilizados como adsorbato cinco corantes de grau alimenticio: azul

indigotina, FD&C vermelho 40, amarelo tartrazina, amarelo crepusculo e vermelho

amaranto. Os corantes foram fornecidos pela empresa Duas Rodas (Brasil), todos com
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85% de pureza. As caracteristicas dos corantes alimenticios podem ser encontradas no
APENDICE 3.

5.1.3.Concentrados de acidos graxos insaturados: obtencéo e caracterizacéo

O dleo bruto de pescado foi extraido de visceras de carpa (Cyprinus carpio)
fornecidas por um piscicultor do municipio de Roca Sales — RS, Brasil. Ap6s o abate
dos peixes as visceras foram imediatamente refrigeradas e transportadas até o
laboratério de operacBes unitariassEQA/FURG, onde foram armazenadas em
congeladores até sua utilizacao.

O O6leo bruto de carpa foi obtido de acordo Crexi et al., (2009), onde
inicialmente a matéria-prima foi descongelada durante a noite a temperatura ambiente e
submetida a coc¢do (Rochedo - modelo Idealclave, Brasil) durante 30 min a 98+2 °C.
Em seguida ocorreu a prensagem obtendo-se o licor de prensa e os s6lidos. A separa¢do
do 6leo bruto de pescado do licor de prensa foi realizada por centrifugagdo (Sigma 6-15,
D-37250, Alemanha), com rotacdo de 7000xg durante 20 min a 25°C, obtendo-se o 6leo
bruto de pescado.

O dleo bruto obtido passou pelas etapas do processo de refino quimico
(degomagem, neutralizacdo, lavagem, secagem e branqueamento), realizadas segundo
Crexi et al.(2010). A descricdo das etapas do processo de refino do 6leo bruto estdo
apresentadas no APENDICE 2.

O oleo brangueado de carpa foi submetido a reacdo de hidrdlise quimica. Os
acidos graxos livres foram obtidos atraves da reacdo de hidrolise descrita por Crexi et
al., (2012), com as condicOes de concentracdo do catalisador (KOH) de 22 g/100g,
proporcao Oleo/alcool etilico de 1:39 (g:g),temperatura de 60°C e tempo de 1 h as que
proporcionaram um maior rendimento em &cidos graxos livres. Para a obtencdo dos
acidos graxos livres foi utilizado um reator com agitacdo e aquecimento, sob vacuo.

Apos o término da reagdo de hidrdlise, a separacdo dos &cidos graxos livres
foi realizada conforme procedimento descrito por Wanasundara e Shahidi (1999), sendo
adicionada a mistura saponificada agua destilada na quantidade de duas vezes o volume
em relacdo a massa inicial de Oleo. Para a extracdo da matéria insaponificavel foi
adicionado hexano (quatro vezes o volume de hexano em relacdo a massa de dleo
inicial) este procedimento foi realizado duas vezes. A matéria insaponificdvel que

contém hexano foi rejeitada. A matéria saponificavel foi acidificada com HCI 3N sob
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agitacdo até pH=1. Apds transferiu-se a mistura para um funil de separacao e os acidos
graxos foram extraidos com adicdo de hexano (duas vezes o volume em relacdo a
quantidade inicial de 6leo). A camada de hexano, contendo os &cidos graxos livres, foi
seca com sulfato de sédio anidro e o seu excedente foi removido a 40°C para recuperar
0s acidos graxos livres.

Os é&cidos graxos livres obtidos através da reacdo de hidrolise foram
complexados utilizando solugdo alcodlica de ureia como mostrado na Figura 8 (CREXI
etal., 2012, PAIM, 2012).

Figura 8: Fluxograma da elaboracdo de concentrados de &cidos graxos mono e poli-

insaturados por complexacdo com ureia.
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A complexagdo com ureia foi realizada a temperatura de -10°C, utilizando

uma solucdo alcodlica de ureia (20g/100mL em alcool etilico 95%), relacdo de 4,5:1
(p/p) em relagdo a massa de dleo e tempo de 24h.

A separacdo dos cristais formados foi realizada por filtracdo a vacuo em la
de vidro. A parte liquida (fracdo ndo complexada) foi diluida com volume igual de a4gua
e acidificada a pH 4-5 com HCI 6N, apos foi adicionado volume igual de hexano e
agitar a mistura por 1 h, transferindo-a entdo para um funil de separacdo. A camada de
hexano foi lavada com &gua destilada (igual volume) e separada a agua. Apds foi
adicionado sulfato de sodio anidro e o solvente restante foi removido a 40°C (CREXI et
al., 2012).
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Apbs a realizacdo do procedimento de hidrolise quimica e separacdo dos
acidos graxos livres, o rendimento da reacdo foi determinado por gravimetria dos &cidos
graxos livres em relacdo a massa de oleo utilizada. O rendimento (%) da reacdo foi
calculado através da Equacdo 10 (CREXI et al., 2012):

%Rreasio = "2 X 100 (10)

OR

As metodologias analiticas utilizadas para os indices de caracterizacdo dos
concentrados de AGI foram realizadas segundo os métodos da AOCS (1980). Os
indices foram: acidos graxos livres (Ca 5a — 40) e indice de peroxido (Cd 8-53).

Para determinacdo dos perfis de &cidos graxos e avaliacdo do rendimento da
reacdo de complexagdo com ureia foi realizada a analise do perfil de &cidos graxos por
cromatografia gasosa. Para injecdo no equipamento, os ésteres metilicos foram
preparados conforme metodologia descrita por Metcalfe e Schimitz (1966).

Os ésteres metilicos de acidos graxos foram identificados por cromatografia
gasosa (CG) em cromatdgrafo (modelo VARIAN-3400 CX, Palo Alto, Califérnia,
USA) equipado com coluna capilar DB-17 J&W Scientific (50% fenil
metilpolisiloxano). Os acidos graxos foram identificados pela comparacdo direta dos
tempos de retencdo com padrées (SUPELCO TM 37, Bellefonte, Palo Alto, EUA), e

quantificados por normalizagdo de areas.

5.2. Microestruturas de quitosana para uso em adsorcao de corantes alimenticios
5.2.1 Preparo das microestruturas de quitosana

As microestruturas (esponjas megaporosas) de quitosana, para utilizacdo
como adsorvente, foram preparadas seguindo os seguintes passos: dissolveu-se a
quitosana purificada (2,0 g) em 100 mL de solugéo de acido acético (1 mL/100mL) com
auxilio de um agitador magnético. A solugéo ficou sob agitacdo de 300 rpm durante 24
h & temperatura ambiente. Ap6s a solucdo foi homogeneizada a 10.000 rpm por 5 min
em um agitador mecanico (Dremel, 1100-01, Brasil), e levada a um ultra freezer
(Indrel, IULT 90-D, Brasil) onde permaneceu por 48 h a -80°C. Finalmente, o material

foi submetido & secagem a frio em um liofilizador (Liobras, L108, Brasil) por 48 h,
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utilizando-se vacuo de 44 mmHg e temperatura de -54°C. As amostras foram

armazenadas em um dessecador até sua caracterizag&o.

5.2.2.Caracterizacao das microestruturas de quitosana
5.2.2.1.Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A avaliagdo morfologica das microestruturas foi realizada através de
microscopia eletronica de varredura (MEV), utilizando microscopio eletrénico (JEOL,
JSM 6060, JAPAO) (LI et al., 2010). As amostras foram colocadas em suportes de aco
inoxidavel (stubs) e ap6s metalizadas com ouro. Para as analises foram utilizadas
aceleracOes de voltagem de 5 e 10 kV e faixa de magnificacdo e 30 a 100000 vezes (LI
etal., 2010).

5.2.2.2.Espectroscopia Dispersiva de Raios X (EDX)

A composicdo elementar da superficie das microestruturas foi realizada
através da técnica semi-quantitativa de EDX (LIU et al., 2011). A metalizacdo das
amostras foi realizada a vacuo, utilizando ouro. Posteriormente as mostras foram
colocadas em um microscépio eletrénico acoplado com a anélise de EDX (JEOL, JSM
5800, JAPAO). Foi utilizada a aceleracdo de voltagem de 10,0 kV, com faixa de

magnificacdo das imagens variando entre 100 em 20000 vezes.

5.2.2.3.Espectrometria na regido do infravermelho (FT-IR)

Para identificar os grupamentos funcionais presentes nas microestruturas foi
utilizada andlise de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR). As amostras
foram submetidas a determinacdo espectroscopica na regido do infravermelho (450-
4500 cm™) (PRESTIGE 21, 210045, JAPAO) usando a técnica de refletancia atenuada
total (MUZZARELLI et al., 2004).

5.2.2.4.Anélise de cor
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A cor das microestruturasfoi determinada utilizando o sistema Minolta (CR-
300, Minolta Corporation, Ramsey, USA), através da medida do diagrama de cor
tridimensional (L*-a*-b*). L* indica luminosidade com valor méximo de 100, e
representa uma perfeita reflexdo difusa, enquanto que o valor minimo € zero e constitui
0 preto, a* indica cromaticidade tendendo do verde (-) até o vermelho (+) e b* indica a
cromaticidade que varia do azul (-) até o amarelo (+). As amostras foram colocadas em
uma superficie branca para a realizagdo das leituras. As analises de cor foram realizadas
em triplicata. A diferencga de cor (AE,*) foi obtida atraves da Equacdo 11 (YOUN et
al., 2009):

AE,*=/@QL*2 + @a* > + €b* " (12)

sendo, AL* = (L* — Lo*), Aa* = (a* — ap*) ¢ Ab* = (b* — bo*), e Lo*, ap™ e bo* 0s
valores de cor do padrdo; L*, a* e b* o valor de cor das microestruturas.

Os valores dos angulos Hue (Hg) correspondentes ao diagrama
tridimensional de cores (Figura 9) sdo: 0° (vermelho), 90° (amarelo), 180° (verde) e 270°
(azul). Os valores de a* e b* foram convertidos para valores numéricos de angulo Hue,
conforme a Equacédo 12 (YOUN et al., 2009):

H,, = tanl(%j (12)

Figura 9: Diagrama tridimensional de cores
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5.2.2.5.1sotermas de N, (BET)

As determinacfes de volume de poros e area superficial especifica da
microestruturas formadas foram realizadas em um analisador volumétrico de adsorcao
(QUANTACHROME INSTRUMENTS, NOVA WIN 2, EUA). As amostras foram preé-
aquecidas a 100 °C por 24 h sob atmosfera de nitrogénio. Em seguida, foram
submetidas a vacuo em temperatura de 25 °C, alcancando uma pressao residual de 10
Pa. Foram obtidas isotermas de adsor¢do-desorcdo de N, & temperatura de -196°C. Os
calculos foram realizados utilizando o método de Brunauer, Emmet e Teller (BET)
(LEYVA-RAMOS et al., 2012). A densidade do sélido (ps) foi obtida da literatura
(PICCIN et al., 2011) e a densidade aparente (pp) foi estimada através da relacéo entre
massa/volume do balanco analitico (Marte, AY220, Brasil). A porosidade (gp) e 0
volume de poros (Vp) da microestrutura de quitosana foram calculados pelas EquacGes
13 e 14, respectivamente (LEYVA-RAMOS et al., 2012):

e =170 (13)

P Ps

v o+ 1 (14)

" Py s

5.3.Experimentos de adsorgéo
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5.3.1.1sotermas de Equilibrio

As isotermas de equilibrio para os cinco corantes foram obtidas em
diferentes temperaturas (298, 313 e 328 K). Todas as condi¢fes experimentais foram
determinadas por ensaios preliminares e de acordo com a literatura (CRINI; BADOT,
2008; GUPTA; SUHAS, 2009; DOTTO et al., 2013). Inicialmente, solugdes estoque de
corante (1,0 g L") foram preparadas com agua destilada, e tiveram seu pH corrigido a
6.0 utilizando solucéo tampéo fosfato dissédico/acido citrico (0,1 mol L™), o qual néo
apresenta interacdo com os corantes (DOTTO et al., 2013). Ap0s, 0s experimentos
foram efetuados através da diluicdo das solucBGes estoque dos corantes. A esponja
megaporosa de quitosana (250 mg L) foi adicionada nas solucdes de corante com
diferentes concentracdes iniciais (100, 200, 300, 400, 500, 600 e 700 mg L™Y). As
solucdes foram agitadas a 100 rpm com o auxilio de um agitador termostatizado tipo
Wagner (FANEM, 315 SE, Brasil). Foram retiradas amostras para a leitura da
concentracdo a cada 8 horas. O equilibrio de adsorcéo foi considerado ap6s trés medidas
consecutivas ndo apresentarem diferenca na concentracdo dos corantes na solugdo. A
concentracdo dos corantes remanescente nas solugbes foi determinada por
espectrofotometria (Quimis, Q108 DRM, Brasil).A capacidade de adsorcdo no
equilibrio (qe) foi determinada pela Equagéol5:

C,-C
m

g = =V (15)

5.3.2.Modelo de Langmuir em duas etapas

Neste trabalho foi ajustado o modelo de isoterma de Langmuir em duas
etapas (Equacgdes 5 e 6) para ajustar os dados experimentais de equilibrio. Os ajustes
foram realizados a fim de obter informacOes sobre o processo de adsorcdo para cada
corante, em diferentes condi¢cbes de temperatura, e também para verificar se este
modelo é adequado para representar os dados experimentais de equilibrio.

Os parametros de Langmuir em duas etapas foram obtidos por regresséo
ndo-linear, utilizando o método de estimacdo Simplex/Quasi-Newton (TOLNER, 2008).

A qualidade ajuste foi medida pelo coeficiente de determinacdo (R?) e erro médio
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relativo (EMR) (CARDOSO et al., 2012). Os calculos foram realizados utilizando o
software de Statistica (Statistica 6.0, Statsoft, EUA).

5.3.3.Calculos termodinamicos

Os valores das variacdes da energia livre de Gibbs (AG?), de entalpia (AHP)
e de entropia (AS®) foram estimados a fim de obter informacdes sobre o comportamento
termodinamico de adsorcdo. Para a obtencdo destes parametros foram utilizadas as
Equacdes 7, 8 e 9 (ELWAKEEL, 2009).

5.3.4.Andlises das interacgdes

A fim de elucidar as possiveis interacdes entre a estrutura megaporosa de
quitosana e os corantes foram realizadas analises de espectroscopia no infravermelho
(FT-IR), microscopia eletronica de varredura (MEV), mapeamento de raios-X (EDX) e
cor, antes e apds o processo de adsor¢do. As analises de MEV, EDX, FT-IR e cor foram
realizadas da mesma maneira que descrito nas secdes 5.2.2.1, 5.2.2.2,5.2.2.3 ¢ 5.2.2.4.
O mapeamento de raios X foi realizado para identificar a presenca dos corantes (por
meio de enxofre) na microestrutura megaporosa de quitosana apGs 0 processo de
adsorcdo (GOLDSTEIN et al., 1992).

5.4. Microestrutura de nanocépsulas de quitosana com concentrados de AGI

5.4.1. Preparo e caracterizacao da emulsdo de nanocapsulas

As suspensdes de nanocéapsulas foram preparadas utilizando-se o0 método de
nanoemulsdo (REIS et. al., 2006). Inicialmente foram preparadas duas fases. Na fase
liquida, solucbes de &cido acético (1 mL/100mL) foi utilizada para solubilizar quitosana
(resultando numa concentracdo de 2 g/100mL). A solucdo obtida foi agitada por 24 h
em agitador magnético a temperatura ambiente. Na fase oleosa, 0os concentrados de
acidos graxos insaturados (AGMI e AGPI) e o tensoativo (Tween 80), numa relacéo
estabelecida em testes preliminares (volume:volume), foram dissolvidos em um
solvente (solucdo:solvente de 1:10, mL:mL) previamente definido por ensaios
preliminares. A solucdo foi agitada por 2 h em agitador magnético, a temperatura
ambiente. ApoOs as fases liquida e oleosa foram homogeneizadas a 10.000 rpm em
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agitador mecanico (Dremel, 1100-01, Brasil). Todas as diluicdes foram realizadas
utilizando agua ultra pura.

Nesta etapa foi avaliado o tipo de solvente da fase oleosa (hexano e etanol).
Apbs a escolha do solvente, o tempo de homogeneizacao entre as duas fases foi variado
entre 5 e 10 min. A concentracdo de emulsificante (tensoativo) utilizada na fase oleosa
foi determinada por testes preliminares, sendo selecionadas as concentragbes de
emulsificante de 5, 10, 25 e 50 mL/100mL.

A distribuicdo de tamanho de particula, o didmetro médio e o indice de
polidispersdo das nanocépsulas foram avaliados em suspensdo através da técnica de
espalhamento de luz dindmico (DLS) (BRUCE; PECORA, 2000). O espalhamento de
luz dindmico foi realizado em um equipamento constituido por um laser (SPECTRA-
PHYSICS, 127, EUA) acoplado a um goniémetro (BROOKHEAVEN, BI-200M, EUA)
e a um correlator digital (BROOKHEAVEN, BI-9000AT, EUA). A emulsdo de
nanocéapsulas foi filtrada em filtros de 0,45um para a realizacdo da analise.

A estabilidade da emulsdo foi determinada segundo Klaypradit e Huang
(2008). Esta estabilidade foi avaliada em tubos de ensaio de 1,4 cm de diametro interno
e 15 cm de altura. Os tubos de ensaio permaneceram em repouso a temperatura
ambiente por 40 dias. Foi avaliada a presenca de separacdo de fases. A avaliacédo foi

feita de maneira visual e a altura foi medida em centimetros.

5.4.2. Secagem da emulsdo de nanocapsulas

Apds a preparacdo da emulsdo de nanocapsulas, esta foi seca para a
obtencdo da microestrutura utilizando o método de evaporagdo do solvente via
liofilizacdo (SCHAFFAZICKet. al 2003). As emulsbes foram colocadas em ultra
freezer (Indrel, IULT 90-D, Brasil) por 48 h a -80°C, e apos foram levadas ao
liofilizador (Liobras, L108, Brasil) onde permaneceram por 48 h a -54°C e vacuo de 44

mmHg, até a evaporacdo completa dos solventes.
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5.4.3.Caracterizacdo da microestrutura de nanocapsulas de quitosana com

concentrados de AGI

A fim de caracterizar as microestruturas de nanocapsulas de quitosana com
concentrados de AGI foram realizadas as analises de MEV, EDX, FT-IR e cor de
acordo com o descrito nas se¢fes 5.2.2.1,5.2.2.2,5.2.2.3e 5.2.2.4.

5.4.3.1. Eficiéncia de encapsulacéo

A eficiéncia de encapsulagéo foi avaliada de modo indireto. Primeiramente
adicionou-se 2 mL de acetona a 1 mL de emulséo para posterior precipitagcdo. As
amostras foram centrifugadas a 14.000 xg durante 30 min a 3°C (Cientec, CT5000R,
Brasil). O sobrenadante, contendo o concentrado de AGI que nédo foi encapsulado, foi
retirado e colocado em estufa a 36°C até evaporacdo do solvente. No material liofilizado
a determinacdo de lipidios das amostras foi feita utilizando o método de Bligh Dyer
(CREXI et al., 2012). A Eficiéncia da encapsulacdo (%EE) foi calculada de acordo com
a Equacéo 16:

AGlgp. — AGle
%EE = x 100
% AGI,p

(16)
5.4.3.2. Indice de peroxido

A oxidacéo dos concentrados de AGI encapsulados foi analisada através do
indice de perdxido (CREXI et al., 2012; AOCS, 1980). As amostras foram pesadas (1,0
g) e adicionadas de solucéo de &cido acético: cloroférmio (3:2), solucéo saturada de Ki
e solugdo de amido. Apos foi feita a titulacdo com solugdo de Tiossulfato de sodio (0,01
mol L™). Apés a titulagdo o indice de peroxido foi determinado de acordo com a
Equacdo 17:

__ (Va—Vp)*N=1000
Py

IP (17
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As amostras foram analisadas ao término da liofilizacdo (tempo zero), e

apos 15 e 30 dias de armazenamento sob refrigeragdo a 4 °C.
5.4.3.3.Rendimento do processo
As nanocépsulas liofilizadas foram pesadas em balanga analitica (Marte,

AY220, Brasil) para a determinacdo do rendimento do processo, utilizando Equagéo 18
(GONSALVES, et al., 2009):

)_ quantidade real de amostra (g)

Rendimento do Processo (% x100% (18)

quantidade tedrica de amostra
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1. Caracterizacao das matérias primas
6.1.1. Caracterizacao da quitosana em po

A composicdo centesimal, o grau de desacetilacdo, a massa molar e o
didmetro de particulas da quitosana seca (em p0) utilizada para a elaboragdo das
microestruturas estdo apresentadas na Tabela 3.

A quitosana obtida foi um pé fino que apresentou umidade dentro da faixa
da quitosana comercial (até 10 g/100g, b.u.) e um baixo teor de cinzas. Os valores de
massa molar, grau de desacetilacdo e didmetro de particulas foram semelhantes aos
obtidos para quitosana seca pelo procedimento de Dotto et al. (2011).

Tabela 3: Composicéo (base Umida), grau de desacetilacdo e massa molar da quitosana.

Caracteristicas Valores*
Umidade (g/100g) 6,7x0,2
Cinzas (g/100g) 0,3%£0,1
N-quitosana (g/100g) 93,0+£1,0
Massa molar (kDa) 146 + 3
Grau de desacetilagao (%) 845+1,0
Diametro de particulas (um) <75

*média + erro padréo (n=3).

As Figuras 10 (a) e (b) mostram caracteristicas superficiais da quitosana em
po6. Na Figura 10 (a)x100, através da microscopia eletronica de varredura (MEV) pode-
se observar que a quitosana se apresenta como um po fino e homogéneo. Na Figura 10

(b) esta apresentada a imagem fotogréafica da quitosana em po.

6.1.2. Caracterizagdo dos Concentrados de AGI

A Tabela 4 apresenta os acidos graxos livres (AGL), indice de peroxido (IP)
e 0 rendimento de reacdo (%R) para a fracdo ndo complexada com ureia (concentrados
de &cidos graxos livres) do 6leo obtido de visceras de carpa (Cyprinus carpio). A partir
dos dados da Tabela 4, pode-se observar que a fracdo ndo complexada apresentou

valores similares aos encontrados na literatura (CREXI et al., 2012, PAIM, 2012).
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Figura 10: Micrografia e imagem fotografica da quitosana em pé.

X188 188nm

(b) -

Tabela 4: AGL, IP e rendimento de reacdo de hidrélise para os concentrados de acidos

graxos insaturados (fracdo ndo complexada) obtidos do 6leo de carpa.

indice Valores*
AGL (% &cido oleico) 38,8+£0,8
IP (mEq kg™) 3,1+0,3
%R (%) 32,3+15

*média £ erro padréo (n=3). AGL.: &cidos graxos livres;
IP: indice de peroxido (IP); %R: rendimento de reacéo.
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A Tabela 5 apresenta o perfil dos principais acidos graxos presentes na

fragdo ndo complexada com ureia.

Tabela 5: Perfil de acidos graxos para a fracdo ndo complexada com ureia do 6leo

obtido de visceras de carpa (Cyprinus carpio).

Acidos Graxos Fracdo ndo complexada com ureia (%)

C 16:0 4.10 +0.03

C 16:1 9.40+0.02

C 18:0 0.31+0.01

C18:1+ C 18:3 -3 41.28 £ 0.04

C 18:2 o6 15.21 +0.03

C 20:3 -3 1.43+0.01

C 20:4 -6 (AA) 2.61+0.01

C 20:5 o-3 (EPA) 457 +0.02

C 22:6 ®»-3 (DHA) 4.86 +0.01
> AGS (%) 8.81
> AGMI (%) + > AGPI (%) 85.24
S AGNI (%) 5.95

AA: 4cido araquidonico, EPA: acido eicosapentaenoico, DHA: acido docosaexaenoico, Y. AGS: somatorio
dos acidos graxos saturados, Y. AGMI: somatorio dos acidos graxos monoinsaturados, Y. AGPI: somatorio

dos acidos graxos poli-insaturados, >, AGNI: somatdrio dos acidos graxos ndo identificados.

A partir Tabela 5 pode-se verificar que o C-18: 1 e C-18: 3, foram os acidos
graxos com maior teor na fragdo ndo complexada com ureia, 0 que corresponde a cerca
de 41,3% dos acidos graxos totais. Os &cidos graxos da série -3 (C-18: 3, C-20: 3, C-
20: 5, C-22: 6) sdo responsaveis por cerca de 52,1% de &cidos graxos, enquanto que 0s
da série -6, 0 C-18:2 foi 0 mais elevado (com cerca de 15%). Estes resultados foram
semelhantes aos encontrados por Crexi et al. (2010) que concluiu que o 6leo refinado
obtido de visceras de carpa pode ser considerado uma rica fonte de &cidos graxos

essenciais.
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6.2. Microestruturas de quitosana

6.2.1. Esponja megaporosa de quitosana

A Figura 1lapresenta a imagem fotografica da microestrutura de quitosana
formada, e a Figura 12apresenta as imagens de MEV da esponja de quitosana. Na
Figura 12podemos observar que a esponja de quitosana possui uma estrutura porosa,
com tamanho de poros na ordem de 50-200 pum. De acordo com a classificacdo da
IUPAC, poros com tamanho maior que 7,5 um sdo denominados megaporos (IUPAC,
2012). Desta forma pode-se afirmar que a esponja de quitosana obtida neste trabalho é
um material megaporoso. Esta estrutura megaporosa é importante para fins de adsorcéo,
uma vez que permite o acesso das moléculas de corante nos sitios internos do material
(CRINI; BADOT, 2008).

Figura 11: Imagem fotogréafica da esponja de quitosana.
% A= | |
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Figura 12: Imagens de MEV da esponja megaporosa de quitosana em diferentes

. P

Os valores de area superficial especifica (As), porosidade (gp) e volume de

poros (V) estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6: Valores de area superficial especifica (As), porosidade (ep) ¢ volume de

poros (V) da esponja de quitosana.

Caracteristicas Valores*
A (m2g™) 1135+ 2
gp (%) 922+1,.2
Vp (m3 kg™ 79%x10%+19x%x10°

*média £ desvio padrdo (n=5).
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Os valores de area superficial especifica, fracdo de vazios (porosidade) e
volume de poros apresentados na Tabela 6 s&o considerados elevados em comparagéo
com outros materiais a base de quitosana, por exemplo, pé de quitosana (As = 4,2 m2 g*
V,=9,5 % 10-6 m3 kg™) (PICCIN et al., 2011), os granulos de quitosana (As = 30-40 m2
g™), flocos de quitosana (As = 4-6 m2 g*) (WU et al., 2000), pérolas de hidrogel de
quitosana (ep = 85%) (CHATTERJEE et al., 2009) e mesoestrutura quitosana-grafeno
(As = 603,2 m? g') (CHENG et al., 2012). Estas caracteristicas sdo especialmente
importantes para fins de adsor¢do porque permitem o acesso das moléculas de corante
aos sitios de adsorcdo internos (CRINI; BADOT, 2008). Com base no acima
mencionado, pode-se inferir que a microestrutura obtida neste trabalho melhora as
caracteristicas estruturais de quitosana para efeitos de adsorcéao.

As Figuras 13e 14apresenta o espectro EDX e o espectro FT-IR da amostra

de esponja megaporosa de quitosana.

Figura 13: Espectro EDX da esponja de quitosana
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A Figura 13 mostra que os principais elementos na superficie da esponja
megaporosa de quitosana foram carbono, nitrogénio e oxigénio. No espectro
infravermelho da esponja de quitosana (Figura 14) podem ser identificadas as seguintes
bandas: 3020, 1720, 1550, 1400, 1075, 1000 e 680 cm™. A banda larga na regi&o de
3020 cm™ é relativa aos estiramentos das ligacdes O—H e N—H. Em 1720 cm™ pode-se
observar a vibragdo de C=0 (banda amida I). O estiramento da ligagdo C—N de amida
pode ser observado em 1550 cm™. Em 1400 cm™ foi observada a deformacéo angular
das ligagdes C—-O—-H e H-C—H. A banda em 1075 cm™ é relativa & ligacdo C—N de
amina. O estiramento da ligacdo C—O pode ser verificado em 1000 cm™. A deformacéo
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angular da ligagdo N—H pode ser identificada em 680 cm™. A partir da interpretacéo da
Figura 14 é possivel afirmar que os grupamentos NH, e OH, tipicos da quitosana, estdo
presentes na esponja megaporosa, sendo potencias sitios de adsor¢do de corantes
(CRINI; BADOT, 2008; DOTTO et al., 2013).

Figura 14: Espetro infravermelho (FT—IR) da esponja de quitosana.
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6.3.Estudos de adsorcao de corantes alimenticios

6.3.1. Isotermas de equilibrio

Os estudos de equilibrio de adsorcéo foram realizados nas temperaturas de
298, 313 e 328 K para todos os corantes estudados com o intuito de verificar o
comportamento de equilibrio e a influéncia da temperatura na capacidade de adsorcao.
As curvas de equilibrio para cada corante (indigotina, vermelho 40, amarelo tartrazina,

amarelo crepusculo e vermelho amaranto) estdo apresentadas nas Figuras 15, 16, 17, 18
e 19.



Figura 15: Isotermas de equilibrio de adsorcao do corante indigotina.
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Figura 16: Isotermas de equilibrio de adsor¢do do corante vermelho 40.
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Figura 17: Isotermas de equilibrio de adsorcao do corante amarelo tartrazina.
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Figura 18: Isotermas de equilibrio de adsorcao do corante amarelo crepdsculo.
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Figura 19: Isotermas de equilibrio de adsorcéo do corante vermelho amaranto.
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Pode ser visto nas Figuras 15 a 19 que para todos corantes estudados,
independentemente da temperatura, as isotermas de equilibrio apresentaram curvas
caracteristicas do tipo IV, segundo a classificacdo de Giles (GILES et al., 1960). Este
tipo de isoterma é caracteristico da formagdo de multicamadas de adsorbato, uma na
superficie e outra na parede do poro do material adsorvente. Geralmente ocorre quando
0 tamanho dos poros do material adsorvente € muito maior do que o tamanho da
molécula a ser adsorvida (RUTHVEN, 1984). A obtencdo deste tipo de isoterma no
sistema esponja—corante corrobora com o fato de que a esponja de quitosana apresenta
poros com tamanho muito maior (50-200 pum) que o tamanho molecular dos corantes
(13,9-18,0 A). Blazquez et al. (2010) encontrou curvas semelhantes na biossorcdo de
chumbo (11) de solugbes aquosas por residuos sélidos. Os autores explicaram que este
tipo de curva foi caracteristico devido a biomassa de adsorvente conter mesoporos.

Em todas as isotermas apresentadas (Figuras 15a 19), houve um aumento na
capacidade de adsorgcdo em fungdo da diminuicdo da temperatura, sendo os valores
maximos obtidos a 25°C. Este fato pode ser explicado pelo aumento da solubilidade dos
corantes em funcdo do aumento da temperatura (SRINIVASAN; VIRARAGHAVAN,
2010). Dessa forma, em temperaturas mais elevadas, ocorre a preferéncia dos corantes

pela &gua, e, por conseguinte, uma diminuicdo da afinidade do corante com o


http://en.wikipedia.org/wiki/%C3%85
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adsorvente. Este comportamento também foi observado por alguns autores. Wang e Li
(2012) perceberam que temperaturas mais baixas sdo favoraveis para o processo de
adsorcdo do corante reativo vermelho 228 por celulose modificada. Piccin et al. (2009)
na adsorcdo do azo—corante FD&C vermelho n°40 por quitosana em po e Dotto et al.
(2013) na adsorcdo de corantes por filmes de quitosana também verificaram que a
capacidade de adsorcéo era favorecida pela diminuigéo da temperatura.

Para representar as curvas de equilibrio, os dados experimentais foram
ajustados ao modelo de Langmuir em duas etapas. Os parametros de ajuste do modelo,
bem como os coeficientes de determinacdo (R2) e o erro médio relativo (EMR) estdo
apresentados na Tabela 7.

Os altos valores do coeficiente de determinacdo (R2>0,95) e os baixos
valores de erro médio relativo (EMR<10%) (Tabela 7) mostram que o modelo de
Langmuir em duas etapas é adequado para a representacdo da adsorcdo dos corantes
pela esponja de quitosana. Baseado no mecanismo de interacdo da quitosana com 0s
corantes aniénicos (CRINI; BADOT, 2008; PICCIN et al., 2009; DOTTO; PINTO,
2011a), e no bom ajuste do modelo de Langmuir em duas etapas, pode se inferir que:
primeiramente, em baixas concentracbes de adsorbato, as moléculas de corante
ocuparam 0s grupamentos amina na superficie dos poros (0s quais estavam mais
acessiveis) formando assim a monocamada; em seguida, com o0 aumento da
concentracdo, as moléculas ocuparam 0s grupamentos amina na parede dos poros (0s
quais estavam menos acessiveis), caracterizando assim a adsorcdo em
multicamadas.Comportamento similar foi obtido por Blazquez et al. (2010) na adsorcao
de chumbo por residuos sélidos da industria de azeite.

Na Tabela 7 pode ser verificado que a diminui¢cdo da temperatura causou
um aumento nos valores de qm1,0m2 €Jm, confirmando que a capacidade de adsorcao foi
favorecida a 25°C. Esta mesma tendéncia em relacdo a temperatura foi observada para
0s parametros ki1 e ki, indicando uma maior afinidade dos corantes com a esponja de
quitosana em menores temperaturas. Além disso, a Tabela 7 mostra que os valores da
concentragdo critica (C.) aumentaram com o aumento da temperatura. 1sso mostra que
em temperaturas mais elevadas, uma maior concentragdo de corante permaneceu na

solucéo apos a formacgdo da monocamada.



Tabela 7: Pardmetros do modelo de Langmuir em duas etapas para a adsorcdo dos corantes alimenticios pela esponja de quitosana.
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Indigotina Vermelho 40 Amarelo Tartrazina Amarelo Crepusculo Vermelho amaranto
298 K 313K 328K 298K 313K 328K 298K 313K 328K 298K 313K 328K 298K 313K 328K
Etapa |
gm(mgg™) 1260,1 7047 3424 8702 5794 4074 3040 2251 1442 2745 2722 2711 2529 2264 1924
kii (Lmg™) 0,0728 0,0454 0,0111 0,6388 0,0488 0,0360 0,0158 0,0099 0,0094 0,0268 0,0109 0,0089 0,0518 0,0429 0,0358
R? 0,9955 0,9938 0,9948 0,9918 0,9957 0,9990 0,9939 0,9928 0,9993 0,9991 0,9995 0,9973 0,9907 0,9924 0,9983
EMR (%) 3,63 3,13 2,89 3,51 2,46 1,10 2,95 3,32 0,98 1,02 0,84 2,08 3,32 2,95 1,39
Etapa Il
gme(mgg™) 17722 1190,3 8474 24464 8695 7554 7739 2422 203,4 5143 3605 3514 12986 759,5 1987
kio (Lmg™) 00521 0,0428 0,0264 0,1331 0,0186 0,0033 0,0619 0,0350 0,0086 0,0082 0,0457 0,1230 0,2260 0,0387 0,0344
Cc (mg L™ 492 1425 2364 77,3 1738 2089 238,1 260,6 273,7 24055 2499 2533 2399 2453 2574
R? 0,9557 0,9912 0,9809 0,9708 0,9878 0,9555 0,9539 0,9867 0,9831 0,9579 0,9880 0,9823 0,9663 0,9583 0,9745
EMR (%) 5,27 1,62 4,03 1,99 1,38 4,28 6,41 5,40 4,51 6,10 1,43 5,16 6,48 8.64 1,09
gn(mgg™) 3032,3 18951 1189.8 3316,7 14489 1162,8 1077,9 467,3 3476 7888 6327 6225 1551,5 9859 3911
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As capacidades de adsorcdo da esponja megaporosa de quitosana (qm) foram
comparadas com outros materiais de base de quitosana, e os resultados estéo
apresentados na Tabela 8. Com base nesta tabela, pode-se afirmar que a microestrutura
de quitosana obtida € um bom adsorvente para remover corantes alimenticios de

solucBes aquosas.
6.3.2. Parametros termodinamicos

O comportamento termodindmico de adsorcdo foi avaliado por meio da
estimativa de kp , AG® , AH? e AS®, e os valores sdo mostrados na Tabela 9 . Verificou-
se que os valores de kp aumentaram com a diminui¢do da temperatura. Isto confirma
que a adsorcdo de corantes alimenticios pela esponja megaporosa de quitosana foi
favorecida a 25°C. ConsideracGes termodindmicas mostram que, a temperatura e a
pressao constantes, a energia livre de Gibbs é o critério fundamental de espontaneidade,
e um valor negativo para a AG® para a adsorcdo indica a espontaneidade da reacio
(CRINI; BADOT, 2008). Os valores negativos de AG® (Tabela 9) indicaram que a
adsorcdo foi um processo espontaneo e favoravel, ndo necessitando da adicdo de
nenhuma energia externa para que a adsor¢ao ocorra. Para todos os corantes estudados,
valores negativos de AH® foram verificados, demonstrando que a adsorc&o de corantes
alimenticios pela esponja megaporosa de quitosana foi processo exotérmico. Além
disso, a partir da magnitude de AH® é possivel inferir sobre o tipo de interagdo entre o
adsorvente e o adsorbato. A entalpia de adsorcdo para processos que envolvem
quimiossorcao varia entre 80 e 450 kJ mol™, enquanto que para fisiossorcéo, interacdes
tais como forcas de wan der Waals sdo geralmente inferiores a 20 kJ mol™ e interacdes
eletrostaticas apresentam entalpias variando entre 20 a 80 kJ mol™ (ALENCAR et al.,
2012, MACHADO et al , 2012). Desta forma, pode-se afirmar que entre os corantes e a
esponja de quitosana ocorreram interacdes eletrostaticas.

Os valores negativos de AS° mostram que a desordem do sistema diminuiu
na interface solido-liquido durante a adsor¢do. Comparando-se os valores de AHC e
TAS® (Tabela 9) pode-se verificar que a adsorcdo foi controlada pela entalpia.
Comportamento termodinamico semelhante foi verificado por Dotto et al. (2013) na
adsorcdo de corantes alimenticios por filmes de quitosana, e Piccin et al. (2011) na

adsorcdo de do corante vermelho 40 por pé de quitosana.
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Tabela 8: Comparacdo da esponja de quitosana com outros materiais obtidos a partir de quitosana e utilizados como adsorvente para a
remocaode corantes de solugfes aquosas.

Massa de Concentracio de Capacidade
Material a base de quitosana Corante T (K) pH adsorvente (mg ¢ a2 de adsorc¢ao Referéncia
) corante (mg L™) R
L) (mgg™)
Esponja Indigotina 298 6,0 250 100-700 3032 Autor
Esponja Vermelho 40 298 6,0 250 100-700 3316 Autor
Esponja Tartrazina 298 6,0 250 100-700 1078 Autor
Esponja Amarelo crepusculo 298 6,0 250 100-700 789 Autor
Esponja Amaranto 298 6,0 250 100-700 1551 Autor
Membrana de quitosaana Bezactiv Orange 298 6,0 360 80 279 NESZI(C)Zlgt al,
5 i DOTTO;
PO Azul brilhante 298 3,0 250 100 210 PINTO, 2011b
] . DOTTO;
P6 Amarelo crepusculo 298 3,0 250 100 295 PINTO, 2011b
Filme Acid red 18 298 7.0 500 20-100 194.6 poTTo etal.
Filme Indigotina 298 7.0 500 20-100 154.8 DOTZTO?? al,
P6 Vermelho 40 308 6,0 250 50-500 529 Piccli el
Flocos Reat"’oz‘z’grme'ho 308 - 1000 50-600 494 WU et al., 2000
Esferas Rea“"oz‘z’;rme'ho 308 - 1000 50-600 1026 WU et al., 2000
Esferas de hidrogel Vermelho Congo 308 50 800 50-1000 223.3 CHATTERJEE
et al. 2009
Quitosana magnética Vermelho Congo 298 6,0 1000 10-200 470.1 ZHU et al., 2012
Qunosan_a modlflcadg com Eosina Y 298 5.0 500 50-300 292 4 HUANG et al.,
tetraetilenopentamina 2011




Tabela 9: Pardmetros termodindmicos para a adsor¢ao dos corantes alimenticios pela esponja de quitosana.

Corante Temperatura ko AG? AH? AS? TAS’
(K) (LgH)* (kJ mol™)* (kImol™)*  (kImol™ Kh*  (kJ mol™)*
298 60,61+0,23 -27,26+0,02 -12,5240,01
Indigotina 313 33,07+0,45 -27,05+0,01 -40,01+0,73 -0,042+0,001  -13,15+0,01
328 13,92+0,21 -25,97+0,04 -13,7840,01
298 72,18+0,69 -27,69+0,03 -15,7940,01
Vermelho 40 313 26,25+0,56 -26,45+0,01 -43,28+0,41 -0,053+0,001  -16,59+0,01
328 14,85+0,28 -26,14+0,01 -17,38+0,01
298 4,85+0,07 -21,01+0,06 -13,41+0,01
Amarelo tartrazina 313 1,98+0,11 -19,75+0,01 -34,35+0,52 -0,045+0,001 -14,08+0,01
328 1,39+0,08 -19,69+0,01 -14,76+0,01
298 7,33+0,98 -22,03+0,09 -10,1340,01
Amarelo Crepusculo 313 2,99+0,01 -20,79+0,17 -32,06+0,55 -0,034+0,001 -10,64+0,01
328 2,29+0,02 -21,05+0,51 -11,1540,01
298 11,14+0,34 -23,07+0,01 -1,79+0,01
Amaranto 313 7,01+0,27 -23,01+0,01 -24,91+0,32 -0,006+0,001 -1,88+0,01
328 4,49+0,37 -22,88+0,08 -1,97+0,01

* Média + erro padréo (n = 3).
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6.3.3.Analises de interacdo entre a esponja e 0s corantes

As interagOes entre os corantes e a esponja de quitosana foram investigadas
por analises de FT-IR, MEV, mapeamentos de raios-X e parametros de cor. Os

espectros de FT-IR das esponjas de quitosana adsorvidas com o0s corantes estdo
mostrados na Figura 20.

Figura 20: Espectro FT-IR da esponja de quitosana apds o processo de adsor¢do com
o0s corantes: (a) indigotina, (b) vermelho 40, (c) amarelo tartrazina, (d) amarelo

crepusculo e (e) amaranto.
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Nos espectros FT-IR da esponja de quitosana ap0s a adsorcdo (Figura 20)
podem ser verificadas algumas modificacdes em relacdo ao espectro da esponja antes do
processo de adsor¢do (Figura 14). As principais alteracdes ocorreram entre 0s nUmeros
de onda 3600-3000 cm™ (correspondentes ao alongamento da ligagdo N-H) e 1580-1520
cm™ (correspondentes a ligacdo C-N), indicando que os grupos amina da quitosana
foram envolvidos por interagbes com os corantes alimenticios. Além disso, houve o
aparecimento de picos correspondentes a ligacBes simétricas (1425-1375 cm™) e
assimétricas (1200-1150 cm™) entre enxofre e oxigénio (O=S=0). Isso mostra que 0s
grupos sulfonados presentes nos corantes foram envolvidos nas interacdes com a
esponja de quitosana.

As imagens de MEV e 0s mapeamentos de raios-X da esponja de quitosana
antes e ap0Os adsorcdo estdo ilustrados na Figura 21. A Figura 21(a) mostra a
microestrutura porosa da quitosana antes do processo de adsorcdo. Apds a adsor¢do com
os corantes (Figura 21(b-f)) os poros desapareceram e a superficie foi preenchida. Além
disso, os mapeamentos de raio-X, apds o processo de adsor¢do (Figura 21(b-f))
revelaram a presenca de enxofre ao longo da superficie da esponja. Estes resultados
confirmam que os corantes alimenticios se aderiram a estrutura de quitosana.

Os parametros de cor da esponja de quitosana antes e depois da adsor¢éo
estdo mostrados na Tabela 10. Esta tabela mostra uma diminuicdo na valores L*,
indicando que a esponja de quitosana escureceu depois do processo de adsor¢cdo. A
partir dos valores Hap, verificou-se uma coloracdo bege para a esponja de quitosana
antes do processo de adsor¢do. No entanto, ap6s a adsorcdo, a esponja adquiriu a
coloragdo caracteristica de cada corante. Os valores de AEg* revelaram uma forte
variacdo de cor na esponja de quitosana ap0s a adsorcdo com 0s corantes. Estes
pardmetros de cor (L*, Hap € AEa™) mostram que a esponja de quitosana foi fortemente

colorida durante a adsor¢éo, demonstrando a sua elevada afinidade com os corantes.
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Figura 21: Imagens de MEV e mapeamentos de raio-x do enxofre para a esponja de
quitosana (a) antes do processo de adsorcéo (b) adsorvida com indigotina, (c) adsorvida

com vermelho 40, (d) adsorvida com amarelo tartrazina, (e) adsorvida com amarelo

crepusculo e (f) adsorvida com vermelho amaranto.
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Tabela 10: Parametros de cor da esponja de quitosana antes e apds o processo de

adsorcao.
Esponja de * N N . .
Quitosana L a b Hab (°) AEqp
Antes da Adsorgdo  86,8+0,2 1,02+0,05  13,15+0,34  85,5%0,1 0

Adsorvidacom g0 0 5574058 2844021 236,926 557472
indigotina
Adsorvida com

20,0+0,3 34,60+0,50 12,65+0,38 20,1+0,3 74,8+0,1
vermelho 40

Adsorvida com

. 62,4+0,7 22,79+0,62 78,76+0,87 73,8+0,4 73,3+0,6
amarelo tartrazina

Adsorvida com

amarelo 38,0+3,0 43,68+1,32 38,76+2,43 41,6+1,8 69,717
crepusculo
Adsorvida com
vermelho 15,3+2,3  14,94+2 59 2,84+0,21 10,7+#1,6  73,615,7
amaranto

*média + erro padréo (n=3).

Com base nas andlises de FT-IR, MEV, mapeamentos de raios-X,
parametros de cor e parametros termodinamicos (apresentados nas Tabelas 9 e 10),
pode-se dizer que ocorreram interacdes eletrostaticas entre a esponja megaporosa de
quitosana (devido aos grupamentos amino) e os corantes alimentares (que contém
grupos sulfonados). Este mecanismo de interacdo também foi verificado em outras
pesquisas, que utilizaram materiais a base de quitosana como adsorventes (CRINI;
BADOT, 2008; DOTTO; PINTO, 2011a; MAHMOODI et al., 2011; WAN NGAH et
al., 2011; CHENG et al., 2012).

6.4. Microestrutura de nanocapsulas de quitosana com concentrados de AGI
Inicialmente, foi verificada qual concentracdo de emulsificante (Tween 80)

era necessaria para a formacdo da emulsdo de nanocapsulas. Nesta etapa também foi

avaliada a estabilidade das emulsGes. A Figura 22apresenta as emulsfes formadas com
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diferentes proporces de emulsificante (5, 10, 25 e 50 g/100g). A partirdesta figura
pode-se perceber que todas as concentracfes de emulsificantes utilizadas foram capazes
de formar emulsbes com elevada estabilidade. Sendo assim, foi escolhida a
concentracdo de 5 g/100g de Tween 80 para a elaboracdo das microestruturas.

Além disso, as emulsbes contendo os concentrados de &cidos graxos
insaturados se mantiveram estaveis ao longo de 40 dias (Figura 22 (b)), ndo havendo
separacOes de fase independente das proporgdes de tensoativo utilizadas. A capacidade
da quitosana de formar emulsdes pode ser justificada devido a este polissacarideo
possuir zonas hidrofilicas, ricas em glucosamina, e zonas hidrofdbicas, ricas em N-
acetil-glucosamina. Essas zonas permitem que ela consiga realizar ligagbes nas
interfaces agua/6leo (KLAYPRADIT; HUANG, 2008).

Figura 22: Emulsdes de concentrados de acidos graxos insaturados com Tween 80: (a)

tempo zero, (b) apds 40 dias.
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6.4.1. Escolha do solvente da fase oleosa e do tempo de homogeneizacéo

As emulsdes contendo as nanocépsulas de concentrados de acidos graxos
insaturados com quitosana foram preparadas (Figura 23) e liofilizadas (Figura 24) para a
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formagdo da microestrutura e comparacdo dos solventes da fase oleosa (etanol e

hexano). As caracteristicas texturais da microestrutura formada podem ser observadas
na Figura 25.

Figura 23: Imagem fotogréafica das emulsdes de nanocapsulas utilizando etanol (ET) e

hexano (Hex) como solventes da fase oleosa.

Figura 24: Imagem fotogréafica da microestrutura formada utilizando como solvente da

fase oleosa: (a) etanol e (b) hexano.

e
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Figura 25: Imagens de MEV da microestrutura contendo as capsulas de concentrados

acidos graxos insaturados com quitosana preparada: (a) com etanol e (b) com hexano.
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Através das micrografias obtidas (Figura 25), observa-se que as capsulas
formadas apresentaram forma esférica irregular para ambos os solventes. As capsulas
que foram dissolvidas utilizando hexano (Figura 25 (b)) apresentaram formato mais
irregular e uma estrutura aparentemente aglomerada. O aumento da proximidade entre
as capsulas produzidas utilizando hexano pode ser explicado devido ao fato do hexano
ser um solvente apolar. Quando misturado aos solventes altamente polares (onde as
capsulas estdo presentes), este provocou a repulsdo das capsulas, fazendo com que se
aglomerassem. Por outro lado, o etanol pode ter permitido uma maior dispersdo da
emulsdo devido a sua estrutura polar (Figura 25 (a)). Kolanowski et al. (2006) na
analise microscépica de microcdpsulas de dleo de pescado elaboradas por spray drying
observou que a superficie das amostras foi suave e irregular.

A eficiéncia de encapsulagdo foi de 79,6% para o solvente etanol e de
69,4% para 0 hexano. Comparando estes resultados com a analise de MEV, pode-se
confirmar que o solvente etanol tem uma melhor capacidade para tornar as capsulas
mais estaveis. Yuen et al. (2012) encontrou valores de eficiéncia de encapsulacao
variando entre 56,66 e 96,81% na producdo de microcdpsulas de farmaco revestidos
com quitosana. No recobrimento capsulas de 6leo de pescado com quitosana Klaypradit
e Huang (2008) encontraram valores entre 79 e 83%.

Também foi realizada a analise de indice de peroxido das microestruturas a
fim de verificar o estado de oxidacdo do concentrado de AGI presentes nas capsulas no
tempo zero (ao sair do liofilizador) e ap6s 15 e 30 dias. Os valores de indice de perdxido

estdo apresentados na Tabela 11.
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Tabela 11: indice de peréxido (meg-kg™) das nanocapsulas de concentrados de AGI

Solvente Tempo zero* 15 dias* 30 dias*
Etanol 3,77£0,20 3,96 £0,18 3,95+0,10
Hexano 5,76 £ 0,17 591+0,13 5,99 + 0,15

*médiazerro padrao (n=3).

A partir dos resultados obtidos na Tabela 11, pode-se observar que todas as
amostras se apresentaram dentro dos limites de acordo com os parametros estipulados
pela legislacdo (ANVISA, 1999), sendo o maximo permitido é de 10 meg-kg™. Quando
utilizado etanol como solvente, os valores do indice de peroxido foram inferiores
(Tabela 11), mostrando que o uso de etanol é mais apropriado para a conservacdo das
nanocapsulas em relacdo a oxidacdo primaria. Além disso, ndo houve diferenca entre os
indices de perdxido apos 30 dias, indicando que a encapsulacdo foi eficiente para evitar
0 aumento da oxidacdo primaria destes AGI concentrados durante este periodo de
tempo.

Considerando-se os resultados obtidos para o indice de perdxido e eficiéncia
de encapsulacdo, o etanol foi fixado como solvente da fase oleosa, e a 0o tempo de
homogeneizacdo das fases oleosa e liquida foi aumentado de 5 para 10 min a fim de
verificar o efeito da taxa de agitacdo no tamanho das nanocépsulas.

As Figuras 26 e 27 apresentam a distribuicdo granulométrica e a funcéo de
auto correlacdo (obtida por espalhamento de luz dinamico) da emulsdo de nanocapsulas
agitada por 5 e 10 min, respectivamente.

A funcdo de auto correlacdo relativa asnanocapsulas em emulsdo (Figuras
26 (a) e 27 (a)) apresentou um comportamento unimodal. Isso mostra a pequena
variacdo no tamanho das nanocapsulas e também que estas sdo estaveis em suspensao
(BRAR; VERMA, 2011). As Figuras 26 (b) e 27 (b) mostram que as nanocapsulas
apresentaram umadistribuicdo concentrada no diametro médio. A Tabela 12 apresenta
os tamanhos médios e os indices de polidispersdo para as nanocapsulas obtidas com

homogeneizacdo de 5 e 10 min.
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Figura 26: (a) Funcdo de auto correlacdo e (b) distribuicdo granulométrica das
nanocdpsulas de concentrados de 4&cidos graxos insaturados com quitosana

(homogeneizagéo de 5 min).
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Figura 27: (a) Funcdo de auto correlacdo e (b) distribuicdo granulométrica das
nanocdpsulas de concentrados de 4&cidos graxos insaturados com quitosana

(homogeneizacgéo de 10 min).
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Tabela 12: Diametro médio e polidispersdo das nanocapsulas elaboradas utilizando

diferentes tempos de homogeneizagéo.

Tempo Diametro médio (nm) Polidispersao
5 min 134,2 0,34
10 min 87,5 0,32

Como pode serobservado na Tabela 12, o didmetro médio das nanocapsulas

presentes nas emulsfes diminuiu com o aumento do tempo de homogeneizagdo. O
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indice de polidispersdao, que fornece informacGes sobre a homogeneidade da
distribuicdo dos tamanhos, foi baixo (< 0,35) para as duas emulsGes obtidas, indicando a
formacéo de sistemas monodispersos.

A partir dos resultados obtidos, verificou-se que a emulsao preparada com o
maior tempo de homogeneizacao (10 min) foi a que apresentou o menor didmetro médio
e menor indice de polidispersdo. Sendo assim, esta foi escolhida para ser caracterizada
quanto aos seus grupamentos funcionais (FT-IR), morfologia (MEV),composicéo
elementar (EDX), rendimento de processo e cor. A Figura 28 apresenta os espectros FT-
IR da quitosana pura e da emulsdo de nanocapsulas.

Na Figura 28 (a) podemos identificar as bandas 3100, 1580, 1400, 1080 e
1020 cm™, tipicas de um espectro de quitosana (DOTTO et al., 2013). A banda em 3100
cm™é relativa as ligacdes N-H da amina. O estiramento da ligacio C—N de amida pode
ser observado em 1580 cm™. Em 1400 cm™ foi observada a deformacdo angular das
ligagdes C-O—H e H-C—H. As bandas em 1080e 1020 cm™s#o relativas a ligacdo C-N
de amina. Ao comparar a Figura 28 (a) com a Figura 28 (b) pode-se observar algumas
alteracdes. Houve uma alteragdo no formato do pico em 3100 cm™, essa deformacéo
estd associada a um hidrogénio ligado a um carbono insaturado. Ainda observa-se o0
aparecimento das novas bandas: 3300, 2920, 2850 e 1740, 1640, 1250 e 950 cm™. O
pico em 3300 corresponde a ligagdo O-H, de um oxigénio que esta ligado a um carbono.
As bandas em 2920 e 2850 cm™ representam as ligaces simétricas e assimétricas da
ligacdo —CH.—, respectivamente. A banda de 1740 cm™ representa a ligag&o dupla entre
carbono e oxigénio (C=0). A deformacdo na banda em 1640 cm™ corresponde a
insaturacdo de carbonos referente a ligagdo dupla entre eles. Além disso ocorreu a
tendéncia da formag&o de uma banda por volta de 1250 cm™ relativa a ligagdo C-O dos
ésteres de acidos graxos formados ap6s a hidrélise. O aparecimento da banda em torno
de 950 cm™ esta associado a sobreposicdo das vibracdes angulares para fora do plano
dos grupos -HC=CH- (cis e trans). O aparecimento destes novos picos (Figura 28 (b))

representa a presenca dos concentrados de &cidos graxos insaturados.



Figura 28: Espectros FT-IR: (a) quitosana pura e (b) emulsdo de nanocapsulas.
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A Figura 29 apresenta as imagens microscopicas da emulsdo de
nanocépsulas antes e apds a sua secagem por liofilizacdo. Como pode-se observar nas
Figuras 28 (a) e (c), as capsulas formadas apresentam-se sob a forma esférica, com uma
parede (revestimento) definido, representando o revestimento do biopolimero.
Comportamento parecido foi encontrado por Siqueira (2008) na elaboracdo de
nanocapsulas de benzofenona-3 revestidas com quitosana. Ainda na Figura 29 (b)
percebe-se a formagdo de uma microestrutura de quitosana com as nanocapsulas
lipidicas. Anwar e Kunz (2011) encontraram estrutura semelhante na secagem de
microcapsulas de 6leo de pescado por liofilizacdo, descrevendo-a como irregular, muito

leve e altamente porosa.

Figura 29: Imagens microscopicas: (a) emulsdo de nanocapsulas, e da microestrutura

formada apds a liofilizacdo com aumento de (b) x110 e (c) x40.000.

' e P RRA 2 =3
iges 15KV X110 100 pm NS 15KV X40.000 0,5 um

A Figura 30 apresenta o espectro EDX da microestrutura contendo as
nanocapsulas de concentrados de acidos graxos insaturados utilizando quitosana como
agente encapsulante. Os principais elementos presentes na superficie da microestrutura
foram carbono, nitrogénio, oxigénio e sédio, nas proporcdes de 72,94%, 19,43%, 6,58%
e 1,05% respectivamente. A Tabela 13 apresenta os parametros de cor da microestrutura

de nanocéapsulas, comparada a microestrutura utilizando quitosana pura.A partir dos
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valores Hyp, Vverificou-se uma coloracdo bege para ambas as microestruturas, € 0 baixo
valor de AEab* indicou que houve pouca diferenca na cor da microestrutura apos o
encapsulamento. Klaypradit e Huang (2008), na producdo de cépsulas de oleo de
pescado revestidas com quitosana, verificou que o processo de encapsulacéo teve pouco

efeito sobre a cor do produto acabado.

Figura 30: Espectro EDX da microestrutura contendo as naocépsulas.
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Tabela 13: Parametros de cor da quitosana e das nanocapsulas apOs secagem por

liofilizacdo.
Amostra L* a* b* Hab (°)  AEab*
Quitosana Pura 86,8+0,2 1,02+0,05 13,15+0,34 855+0,1 -

Microestrutura
) 78,1+1,0 0,69+0,10 18,49 + 0,92 86,9+05 8,7+0,1
com nanocapsulas

*média % erro padrdo (n=4).

Utilizando-se a Equagdo 18 foi possivel calcular o rendimento do processo
que foi de 98,9%. PENG et al., (2010) utilizando material a base de quitosana para
encapsular éleo de alga encontrou valores de rendimento de processo acima de 94%.
GONSALVES et al., (2008), encontrou um rendimento de 89% na microencapsulagdo

de 6leos essenciais por quitosana.
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7. CONCLUSAO

Neste trabalho foram elaboradas microestruturas de quitosana, para
utilizacdo como adsorvente de corantes alimenticios e como agente encapsulante de
concentrados de &cidos graxos insaturados obtidos a partir de 6leo de carpa (Cyprinus
carpio).

A quitosana em po foi obtida e apresentou grau de desacetilagdo e massa
molar de 84,5% e 146 kDa, respectivamente. Os concentrados de acidos graxos
insaturados foram obtidos de visceras de carpa, e apresentaram indice de perdxido de
3,1 mEq kg™ e percentual de 4cidos graxos livres de 38,8%.

A microestrutura formada para a utilizagdo como adsorvente apresentou-se
semelhante a uma esponja megaporosa, com diametro de poros na ordem de 50-200
um, area superficial de 1135 m2 g e fracdo de vazios (porosidade) de 92%. Estes
resultados obtidos sdo considerados elevados em comparagdo com outros materiais a
base de quitosana apresentados na literatura.

As isotermas de equilibrio de adsorcdo dos corantes alimenticios indigotina,
vermelho 40, amarelo tartrazina, amarelo crepusculo e vermelho amaranto pela esponja
de quitosana foram estudadas em diferentes temperaturas.As isotermas obtidas foram
caracterizadas como do tipo IV segundo a classificacdo de Giles, sugerindo que a
adsorcdo ocorreu em multicamadas. O modelo de Langmuir em duas etapas foi
adequado para a interpretacdo das isotermas de equilibrio, corroborando a adsor¢do em
multicamadas. Os parametros deste modelo indicaram que tanto a capacidade total de
adsorcdo quanto a afinidade dos corantes pela esponja de quitosana foram favorecidas
pela diminuicdo da temperatura. As capacidades totais de adsorcdo foram de 3032,3 mg
g*, 3316,7mg g*, 1077,9 mg g*, 788,8 mg g’ e 1551,6 mg g* para os corantes
indigotina, vermelho 40, amarelo tartrazina, amarelo crepusculo e vermelho amaranto,
respectivamente, mostrando que esponja megaporosa de quitosana € um promissor
material adsorvente.

O comportamento termodindmico da adsorcéo para os corantes foi avaliado
de acordo com a entalpia, entropia e energia livre de Gibbs. Valores negativos de AG® e
AH indicaram que a adsor¢do de todos corantes foi um processo espontaneo, favoravel e
exotérmico. Além disso, os valores de entalpia indicaram que a interacdo entre 0s

corantes e a esponja de quitosana ocorreu por intermédio de ligacdes eletrostaticas. A
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entropia negativa indicou que a desordem do sistema diminuiu durante o processo de
adsorcao.

Também foi elaborada uma microestrutura contendo nanocépsulas de
concentrados de 4&cidos graxos insaturados utilizando quitosana como agente
encapsulante. A metodologia utilizada para a producdo da microestrutura foi a
elaboracdo de nanoemulsdo com posterior evaporagdo do solvente por liofilizagédo. O
efeito do tipo de solvente da fase oleosa no preparo de nanocapsulas de concentrados de
AGI revestidas com quitosana foi avaliado.

As nanocapsulas obtidas utilizando-se etanol e hexano como solventes
apresentaram eficiéncia de encapsulacdo de 79,6% e 69,4%, respectivamente. As
nanocapsulas preparadas utilizando-se etanol como solvente apresentaram valores de
indice de peroxido inferiores, indicando uma menor oxidacdo primaria. Nao houve
diferenca entre os indices de perdxido apos 30 dias. O etanol foi o solvente mais
apropriado para a obtencdo das nanocéapsulas, as quais mostraram potencial para evitar o
aumento da oxidacdo priméria dos concentrados de AGI.A partir dos resultados obtidos,
verificou-se que a emulsdo preparada com o maior tempo de homogeneizacdo (10 min)
foi a que apresentou o menor diametro médio (87,5 nm) e menor indice de polidisperséo
(0,32). A microestrutura contendo as nanocapsulas apresentou caracteristicas texturais
satisfatorias e alto rendimento de processo mostrando que a quitosana tem potencial

para ser utilizada como agente encapsulante de nanocapsulas lipidicas.
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8. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A elaboracdo de microestruturas de quitosana para aplicagdes em adsorcao
de corantes e em nanocapsulas lipidicas se mostrou eficiente. Apesar disso, outros
trabalhos ainda podem ser gerados a partir deste tema a fim de dar prosseguimento ao
conhecimento desenvolvido neste estudo.

No que tange a microestrutura adsorvente, podem ser sugeridos:

e Verificar o comportamento da adsor¢do ao longo do tempo através de estudos
cinéticos, e também definir um modelo apropriado para representar 0 processo.

e Estudar a dessorgéo.

e Preparacdo de uma estrutura porosa com incorporacdo de materiais que possam
aumentar a resisténcia da estrutura a base de quitosana.

¢ Uso da esponja de quitosana para a remogdo de corantes em sistema binario

e Estudo do efeito do pH na estrutura da esponja de quitosana.

e Comparacdo da capacidade de adsorcdo da esponja de quitosana na adsorcao de
corantes anibnicos e catidnicos, farmacos, fenois e metais.

Quanto a preparacdo da microestrutura contendo as nanocépsulas, pode-se
sugerir:

e Utilizacdo de outras fontes lipidicas para a fase oleosa da emulsdo.

e Verificar a influéncia da adicdo de temperatura durante o preparo da emulsdo na
qualidade das nanocépsulas produzidas.

eElaboracdo de cépsulas com multicamadas, a fim de verificar se estas
proporcionam maior protecdo contra oxidacao.

e Comparar 0s métodos de secagem - liofilizacdo e atomizacéo (spray drying) - da
emulsdo contendo as nanocapsulas.

e Incorporacéo de farmacos.
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APENDICE 1: Indicacdes clinicas dos acidos graxos insaturados e informacdes

sobre a Piscicultura da Carpa.

Quadro Al: Indicagdes Clinicas de acidos graxos insaturados (AGI) obtidos a partir de

6leo de pescados.

Doenca Beneficios
Reducdo significativa da incidéncia e da gravidade das
Arritmias arritmias, prevencéo da fibrilagdo ventricular durante a

ocluséo da artéria coronaria. Esses estudos tambhém

descobriram que a gravidade

Doenca Coronaria

Inibicdo da agregacdo de plaquetas e reducao dos niveis
de triglicerideos no sangue, o que pode desempenhar um

papel na prevencédo de DC.

Cancer

Acidos graxos de cadeia longa (especificamente os de
6leo de peixe) atuam como inibidores de desenvolvimento
e progressao de uma grande variedade de canceres
humanos. O efeito antitumoral do EPA esta relacionado
principalmente com a sua supresséo da proliferacao
celular. Por outro lado, o efeito de DHA parece estar

relacionado com a sua capacidade de induzir a apoptose.

Funcdo Cognitiva

O Acido araquidénico e DHA presentes no leite materno
acumulam-se rapidamente no cérebro humano durante o
terceiro més pré-natal e o inicio do periodo pés-natal
guando a taxa de crescimento do cérebro é maxima e mais
vulneravel a deficiéncias nutricionais evitando problemas

de cognigéo.

Depressao

Baixas concentragdes de w3 foram preditivos de
comportamentos impulsivos e maior agressividade. As
concentragdes de EPA e DHA séo significativamente
mais baixas em pacientes deprimidos quando comparados

ao controle.

Artrite reumatoide

AGI presentes em 6leo de pescado reduzem enzimas pro-

inflamatorias.

Fonte:Fish Oil.Alternative Medicine Review, v. 5, n. 6, p. 576-580, 2000.
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Figura Al: Espécies de carpas

O modelo tradicional de piscicultura da carpa é conceitualmente arrojado, e
muito se sabe sobre o valor nutricional dos insumos complementares. Para atingir o
méaximo de produtividade a partir de um tanque de carpas é necessario um alto grau de
conhecimento da técnica. A alta producdo com procedimentos atuais requer um
equilibrio delicado entre a densidade de peixes, alimentagdo, insumos para fertilizantes,
e da quantidade de oxigénio dissolvido na lagoa (KESTEMONT, 1995).

As carpas sdo peixes criadas em sistemas de monocultivo e policultivo, cujo
objetivo é a producdo de uma quantidade 6tima de peixes com peso comercial, com o
minimo de custo possivel. Os fatores que podem afetar a sua produtividade e custo sdo:
taxa de estocagem; quantidade e qualidade de alimento natural produzido por
fertilizacdo; qualidade da racdo no caso de alimentagdo artificial, temperatura da &gua;
quantidade e disponibilidade de oxigénio dissolvido na agua e linhagem do peixe
estocado (MELO; STIPP, 2001).
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APENDICE 2: Descricio das etapas de refino do dleo de carpa.

Para a realizacdo da etapa de degomagem, a massa de 6leo bruto foi pesada
e elevada a uma temperatura de 80°C, sob vacuo e agitacdo de 500 rpm, com adicao de
1,0% de &cido fosforico (85% v/v) em relacdo a massa do 6leo. Essas condigdes foram
mantidas por 20 min com posterior centrifugacdo para separacdo das gomas.

Apos, a etapa de neutralizacdo ocorreu sob vacuo e agitacdo a 40°C durante
20 min, com adicdo de solucdo de hidréxido de sodio 20 g/100g (utilizando 4,0% de
excesso em relacdo ao indice de acidez determinado apds a etapa da degomagem). A

massa de solucdo de NaOH a ser adicionada foi determinada pela Equagéo 10.

2,02x1A*mg)eq

MNaon = — 82 (10)

A temperatura foi rapidamente elevada a 80°C para facilitar a separacdo da
borra formada. Assim que a temperatura de 80°C foi atingida, o Oleo sofreu
resfriamento até 35°C, sob vacuo. Apds esse procedimento o material foi centrifugado
por 20 min a 7000xg, para a separa¢do da borra (Sigma 6-15, D-37250, Alemanha).

Na etapa de lavagem, adicionou-se agua destilada a 95°C (10% em relacdo a
massa de 6leo) com vacuo, agitacdo de 500 rpm e temperatura do 6leo mantida a 50°C,
durante 5 min. Essa etapa foi repetida trés vezes. Foi realizada entdo a desumidificacdo
com duracdo de 20 min, temperatura de 90 a 95°C e agitacdo de 500 rpm (Multitec,
Modelo 752A , Brasil).

O branqueamento do 6leo neutralizado foi realizado a 70°C, agitacéo de 40
rpm, com adicdo de 5 g/100g de adsorvente (terra ativada/carvao ativado - 9:1, g:g) e
tempo de contato de 20 min. Finalmente, o material foi filtrado em funil de Buchnner

com pre-capa de terra diatomacea, obtendo-se o 6leo branqueado.



APENDICE 3:Caracteristicas dos corantes alimenticios.
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indice de cor Comprimento de Massa molecular o
Corante L Estrutura Quimica
(C.1) onda (Amax) (NmM) (g mol™)
(o} H
[Na]03S I r'q
Indigotina 73015 610 466,3
|I'| J SO,[Na]
OH
N=N SOs[Na
FD&C vermelho 16045 500 496.4 B, ‘Q v
40 & -
[Na]OsS
[Na]ozs\©\ " OH /O/SOZ[Na]
Amarelo 19140 425 534,4 v
Tartrazina o N
0O[Na]
(o, |
/\ \
[Na]03S N=N
Amarelo 15985 480 452,4 G -
Crepusculo
503[Na]
[Na]O.S OO SO,[Na]
O
Vermelho 6185 521 604,5 Sy
Amaranto

SO,[Na]
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