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PERMEACAO DE SOLUTOS DE DIFERENTES MASSAS
MOLECULARES EM MATRIZES COMPOSTAS DE
ALGINATO DE CALCIO E ACETOFITALATO DE

CELULOSE

Wania Silveira da Rocha*
Carlos Raimundo Ferreira Grosso**

RESUMO — Com o objetivo de estudar a difusdo de recheios de diferentes
massas moleculares (MM) em sistemas de capsulas compostas de alginato
de calcio e acetofitalato de celulose (AC), foram utilizados glicose (180
D), limoneno (136 D) e pepsina (34500 D), como recheio. Suas difus8es
através de solugBes &cidas (HCI 0,1 N) ou alcodlica (etanol anidro)
avaliadas por determina¢gdes enzimaticas, cromatograficas e Kjeldahl.
Concluindo-se que a adicdo de AC ao alginato de calcio ndo aumentou
a retencdo do material de recheio em sistemas de MM baixa, porém, com
MM alta, o sistema alginato-AC polimerizado em Ca@tidificada com

HCI resultou numa melhor retencgéo.

PALAVRAS-CHAVE: Difusado; Alginato; Polimerizacao

1. INTRODUCAO

A encapsulacdo consiste na cobertura de particulas mi-
nusculas de ingredientes com um material visando reduzir a
reatividade do material encapsulado, em relacdo as condicdes
adversas do meio (como luz, oxigénio e umidade); regular a
evaporacédo ou a taxa de transferéncia do material encapsulado
para o meio; facilitar o manuseio e controlar a liberagdo do
material encapsulado; algumas vezes, mascarar sabores inde-
sejaveis e também melhorar, através da diluicdo, a homogeneizacao
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do agente encapsulado em algumas preparacdes alimenticias
(SHAHIDI; HAN, 1993). As microesferas sao particulas poliméricas
esféricas cujo diametro varia de 1 a 250 mm e constituem um
sistema matricial no qual uma substancia esta dissolvida, dis-
persa ou encapsulada. Outra vantagem desses sistemas re-
side no fato de poderem ser administrados por diferentes vias
quando utilizados para encapsular agentes ativos com ativida-
de farmacoldgica (LIMA; RODRIGUES; JUNIOR, 1999).

Polimeros naturais e sintéticos sao utilizados como supor-
te na imobilizacdo de inumeros tipos de recheio incluindo
proteinas, enzimas, microorganismos, aditivos alimenticios, pesticidas
e compostos com atividade farmacoldgica (TANAKA; MATSUMURA,;
VELIKY, 1984).

Quanto a forma de obtencdo das capsulas, os métodos
podem ser divididos em fisicos, incluindo o spray drying, spray
chilling, spray cooling, leito fluidizado, extrusdo, co-cristaliza-
¢do e liofilizacao; quimicos, através de inclusdo molecular ou
polimerizacédo interfacial; e osfisico-quimicos incluindo coacervacgao,
separacao por fase organica e formacao de lipossomos (JACKSON,;
LEE, 1991).

Alguns polimeros gelificam por gelificac@o ibnica, gelificacdo
térmica ou por uma combinacdo desses dois mecanismos. A
preparacdo de microcapsulas através da gelificacdo idnica
envolve a gelificacdo de uma solugcdo polimérica aquosa com
um ion de baixa massa molar, onde polieletrélitos de cargas
opostas interagem formando um complexo (THIES, 1994). Mediante
essa técnica, o material de recheio é extrusado como gota
dentro de uma solucgéo, formando uma gota gelificada (OKHAMAFE
et al., 1996).

Entre os hidrocoléides utilizados como barreira na prote-
¢ao de alimentos, quer na forma de filmes ou microcapsulas,
encontram-se pectinas de baixo teor de esterificacdo, carragena
e alginato de calcio, todos requerendo um ion para a reticulacao
da matriz. A principal vantagem do gel de alginato é sua
habilidade de ser termo-estavel podendo ser armazenado a
temperatura ambiente.

A matriz formada, devido as suas caracteristicas de porosidade,
pode determinar a difusdo do recheio ao exterior e de solvente
ao interior das cédpsulas de gel formadas. Entretanto, a eroséo
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dos géis de alginato € um problema importante, uma vez que
pode ocorrer a aceleracdo na liberagcdo do material de recheio
(SEZER; AKBUGA, 1999).

Acetofitalato de celulose (AC) tem sido utilizado na fabri-
cacao de encapsulados entéricos devido a sua insolubilidade
em solugdes acidas,tsendo sollveis a partir de pH 6 ou supe-
riores. Esse material de coberturatambém chamado filme entérico
parece resistir ao contato prolongado com fluidos gastricos
fortemente &4cidos, mas incham e se desfazem facilmente em
meio de baixa acidez ou neutro, condi¢cbes apresentadas pelo
meio intestinal (ROXIN KARLSSON; SINGH, 1998). AC tem sido
adicionado ao alginato de s6dio em uma tentativa de modificar
a liberacdo do material de recheio de microesferas, pois a
celulose e seus derivados aumentam o grau de aglomeracéo
das microesferas influenciando a permeacé&o de solutos (CHAN
HENG; WAN, 1997).

O objetivo deste trabalho foi estudar as caracteristicas de
difusdo de matrizes esféricas de alginato de céalcio e misturas
alginato-acetofitalato de celulose (AC) obtidas em meio con-
tendo acido cloridrico ou citrico, utilizando recheios de diferen-
tes caracteristicas de polaridade e tamanho, incluindo glicose
(MM 180 Daltons), limoneno (MM 136 Daltons) e pepsina
(MM 34500 Daltons). As capsulas gelificadas de alginato de
calcio e misturas de alginato-AC, obtidas em meio acido foram
avaliadas através das caracteristicas de difusdo dosrecheios
em funcdo do tempo.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 SOLUCOES DE POLIMERIZACAO E DE DIFUSAO DOS
RECHEIOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Con-
trole de Qualidade do Departamento de Ciéncia da Nutricdo da
UNICAMP.

Foram utilizados kits enziméticos para determinacdo de
glicose; alginato de s6dio Manugel DMB, alta massa molar, alto
conteldo de grupos guluronato; acetofitalato de celulose; glicerol
P.A.; solucédo de Cloreto de Célcio 1,5% e Etanol Anidro, ambos
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P.A.; pepsina (MM 34500 Daltons); linalol; éleo essencial de
laranja contendo 95% de D-Limoneno.

Trés solugBes foram utilizadas para a polimerizagdo das
capsulas: solucdo aquosa, solucdo acida contendo HCI (0,75
N) e solucdo de acido citrico (70%), todas contendo 1,5 % de
calcio. A essas solucdes foram adicionadas concentracfes dos
recheios nas mesmas porcentagens utilizadas para as capsu-
las, evitando a difusdo do recheio antes que as capsulas
estivessem totalmente formadas. Esse procedimento foi utili-
zado quando os recheios foram glicose e pepsina; para o caso
do limoneno, a adicdo do recheio a solucdo de polimerizacéo
nado foi necessaria, uma vez que as polaridades sdo antago-
nicas.

Para os ensaios de difusdo de recheio, foram utilizadas
solugbes de HCI 0,1N, quando os recheios eram glicose ou
pepsina, e solugdo de etanol anidro contendo de 2,5 mg de
linalol por mL como padréo interno, quando o recheio utilizado
era limoneno.

2.2. FORMAGCAO DAS CAPSULAS GELIFICADAS DE GLICOSE,
LIMONENO E PEPSINA

As quantidades utilizadas para a formulacdo de cada um
dos ensaios analisados estdo anotadas na Tabela 1. Os en-
saios descritos foram realizados em triplicata a temperatura
ambiente, sendo a quantificacdo do recheio feita em triplicata.

A dissolucdo dos componentes da solucdo encapsulante
foi feita em agua destilada, emseguida, o pH acertado para
valores entre 7-8 para glicose e limoneno e entre 5-6 para
pepsina, com HCI 0,1N ou NaOH 25%. A massa final foi acertada
em balanca analitica utilizando agua destilada. A solucao foi
entdo agitada até completa dissolucdo e a saida de possiveis
bolhas formadas. A seguir, procedeu-se o gotejamento, a velocidade
média de 5 mL/minuto e a distancia de 15 cm, da solucéo
encapsulante nas solu¢gdes de polimerizacdo, mantendo-se as
capsulas geleificadas em repouso nessas solu¢gdes por 30
minutos para permitir a sua maturacdo. Para o limoneno foi
feita uma homogeneizacéo, em liquidificador, durante 1 minuto,
antes do gotejamento.
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Ap6s a maturacdo, as capsulas foram recolhidas com uma

peneira, sendo parte destinada a medicdo de diametro e parte,
ao teste de difusdo. Nos ensaios de difusdo, foram utilizadas
as estas relagdes: massa de capsula/massa de solucdo (g/g):
1:19; 1:19 e 1:5 para glicose, limoneno e pepsina, respecti-
vamente.
Tabela 1 - Formulacdes dos géis utilizados nos ensaios de
analise de difusdo (composicdo em massa A= 1% de alginato
de sodio; 20% de glicerol; 1% de Tween 80 e B= 1% de
alginato de sé6dio; 20% de glicerol; 1% de Tween 80; 20% de
Acetofitalato de Celulose).

Solugso Encapsulanis Hacheio [sm mosaa) Solugko Extrusora |am rmassa)
Y 0,5% gloose Cloio 1, 6%
-1 | 0.5% ghossa | Cdleny 1,5% acadifsda com HE 0L T5H
A ['0,5% ghocse [ Ctivin 1,5% acidiicads com acida citrice T0%
T T e T  os%ghoose | Célo 1,5% acadiicada com HOI 07BN
B [0.5% ghccrs [t 1,5% acdifcads com dcida cilio 705
& 1% Emgnana Collci 1,5%
A, . 0% Imanang .':-\.HI'.I:- 1,5% acadilicedo com HOI 0, 75N
L. . s imonena -'i.T-:Jl:l:" 1, 0% acdicado com acido ciinoo Fl%
""""" B [Whimonens  [Calcio 1.5% scaifcado com HOIOTSN
-] I 10% Emanang .'.'..ﬂr‘:l":- 1, 5% Acadificsds com &cidn cilnio T
& 1% papsing Caloio 1,5%
£, . 1% pep=ina -"_T-\'.'ll:l:" 1,06% acdicado com HLI 073N
& [1% PApEING [ catcie 1, 5% acadificeds oom &t oo T05%
78 [1wpepsina | Cllcio 1,5% oodiicada com HOI BTSN
o [v% pepzing | Edice 1, 5% acdificads com acida cilice 7%

A adicdo de pepsina somente foi feita apos a estabilizacao
do pH e total dissolucdo da AC, para evitar sua desnaturacao.
ApO6s a maturacao, as capsulas contendo pepsina foram pesa-
das e parte delas lavada com 4gua destilada na relacdo 1:2 (g
de capsula/ml de agua), utilizando-as para a quantificacdo da
proteina total e para os testes de difusdo. A agua de lavagem
foi coletada para posterior quantificacdo da proteina total da
superficie das capsulas.

2.3 TESTE DE DIFUSAO DA GLICOSE

A difusdo foi acompanhada pela migracao dos recheios ao
solvente (HCI 0,1N) durante 6 horas, com coletas em triplicatas
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em intervalos de uma hora. As céapsulas foram colocadas em
contato com o solvente através de uma malha que as protegia
da acao de friccdo do agitador magnético permitindo a circu-
lacdo do solvente sem danifici-las. O teor de glicose foi deter-
minado utilizando-se um kit da LABORLAB e uma curva colorimétrica
padrdo, em espectrofotbmetro a 505 nm, de acordo com Henry,
Cannon e Winkelman (1974). O experimento foi realizado
semreposicdo de solvente.

2.4 TESTE DE DIFUSAO DO LIMONENO

A difusdo foi acompanhada pela migracdo dos recheios ao
solvente durante 6 horas, com coletas em triplicatas em inter-
valos de uma hora. Utilizou-se solucdo de etanol P.A., adicio-
nado de 2,5 mg/mL de linalol como padrao interno. As capsulas
foram colocadas em contato com o solvente de forma idéntica
ao item anterior. O teor de limoneno foi determinado através
de cromatografia gasosa, com injecdes de 2 mL diretamente do
solvente, exceto nos ensaios de mistura de alginato-AC, que
necessitou filtrar o solvente antes da injecdo. A determinacgao
do limoneno foi realizada em cromatégrafo Varian® 3600, com
coluna capilar DB-WAX (30m x 0,252mm), fluxo da fase movel
H2 1,2 mL/min a 70° C, detector FID 250° C, com atenuacéo 16
e range 10, condicdes do FID H2 e N2 30 ml/min, ar sintético
300 ml/min, corrida de 11 minutos, com injetor isotérmico a
200°C e a seguinte programacdao de temperatura: 70°C /2 min,
até 100°C a 6°C /min, até 130°C a 10°C /min, utilizando padréao
interno 2,5mg/mL de linalol. O experimento foi realizado sem
reposicdo do solvente.

2.5 TESTE DE DIFUSAO DA PEPSINA

A difusédo foi acompanhada pela migracédo da pepsina para
o0 solvente (&cido cloridrico 0,1 N) durante 210 minutos, com
coletas em intervalos de 30 minutos, seguindo procedimento
descrito em 2.3. A analise de difusdo foi feita, tanto nas
capsulas sem lavar como nas lavadas, utilizando-se reposicao
do solvente em volume igual ao retirado, conforme sugerido por
Fattah et al. (1998). A andlise de proteina foi realizada através
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do método de Kjeldahl (ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL
CHEMISTRY, 1984), utilizando uma quantidade de amostra
adequada a sensibilidade do método.

2.6 ELETROFORESE

A eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE, 12%
de acrilamida, 120V) das proteinas livre e difundida foi deter-
minada de acordo com o procedimento de Laemmli (1970). No
preparo da amostra, foram utilizados dodecil sulfato de sédio
(SDS) e a&-mercapitoetanol. A amostra liofilizada teve seu pH
ajustado até atingir a coloragdo azul.

3RESULTADOSE DISCUSSAO

Para verificar a existéncia de diferenca significativa entre
os valores obtidos foi utilizada a analise de diferenca de médias
a 5%, de acordo com o teste de Tukey, com auxilio do software
STATISTICAA for Windows 5.0. Diferencas entre as medidas
obtidas nos ensaios foram avaliadas para cada tempo.

Inicialmente, testes preliminares indicaram que gotas de
alginato fabricadas sem recheio se apresentaram translicidas
enquanto as que continham recheio se apresentaram opacas.
Nos ensaios preliminares, a quantificacdo da proteina (pepsina),
foi testada, inicialmente, pelo método do Biureto, mostrando-
se esse método inviavel devido a alta turbidez da solucéo,
mesmo apas filtragem e centrifugacéao.

Durante o processo de gotejamento, foi mantida a distan-
cia de 15 cm entre a saida da bomba peristaltica e a solucéo
de cloreto de calcio, possibilitando assim a total imersao das
gotas nas solucdes de calcio. O gotejamento da solucao de
alginato de sdédio muito préoximo a superficie da solucdao de
cloreto de calcio resulta na formacao de gotas deformadas ou
apresentando caudas, como também observado por Lim e Moss
(1981), podendo ainda ocorrer a gelificacdo do alginato de
calcio na saida da bomba de gotejamento, sendo, portanto,
necessario manter-se uma distadncia minima como recomenda-
do por Neau e outros (1993). Apds as gotas de alginato de sddio
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entrarem em contato com a solucédo de célcio ou célcio acidificada
com HCI 0,75 N, o suporte gelificado formou-se imediatamente.
Durante os primeiros minutos, as capsulas permaneceram na
superficie. Apos algum tempo, submergiram, provavelmente
devido ao aumento de densidade, como também observado por
Mestdagh e Axelos (1999). Esse comportamento ndo ocorreu
na solugcdo contendo acido citrico 70% e calcio, onde as céap-
sulas permaneceram na superficie da solugao durante todo o
periodo de maturacédo, provavelmente devido & densidade dessa
solucdo ser maior do que a solucao contendo acido cloridrico.

O periodo de maturacédo durou 30 minutos, permitindo que
as ligagcdes intercruzadas para formacdo do gel ocorressem
lentamente, processando-se progressivamente, da superficie
para o interior da capsula (MESTDAGH; AXELOS, 1999). Ime-
diatamente apdés a maturacdo, as capsulas apresentaram-se
frageis e, apés o experimento de difusdo, pdde-se observar
que as mesmas se apresentaram mais rigidas. Isto foi mais
evidente nos ensaios em que a gota foi formada em solucado de
acido citrico 70% contendo célcio.

As céapsulas formadas apresentaram diametro médio de
aproximadamente 2,0 mm, com desvio padrao de 0,3 quando
recém-formadas (tempo 0) e 2 mm, com desvio padrao de 0,2
apo6s o periodo de 3 a 6 horas em solucédo de difusdo. O desvio
padrao ligeiramente menor apresentado ap6s o tempo de imerséo
deve-se, provavelmente, ao fato das capsulas perderem agua
durante a permanéncia em solucéo, além do que o maior tempo
em solucdo acarreta o aumento das ligacbes intercruzadas
para a formacdo do gel aumentando sua rigidez, com isso,
facilitando as medidas de didmetro, efeito também observado
anteriormente por Lim e Moss (1981) e por Mestdagh e Axelos
(1999).

A andlise da Tabela 2 contendo os resultados das medidas
de didmetros efetuadas nos diversos tratamentos, antes do
experimento de difusdo, demonstra que, entre os sistemas
recheados com glicose, as capsulas de alginato-AC polimerizadas
com HCI contendo calcio apresentaram maior diametro seguido
das capsulas fabricadas com alginato, polimerizadas em solu-
¢do de CaCl2. Ambas diferiram, significativamente, dos siste-
mas de capsulas de alginato e alginato-AC polimerizados com
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acido citrico, que apresentaram menor diametro. As capsulas
de alginato contendo glicose polimerizada com HCI contendo
célcio apresentaram didmetros intermediérios, diferindo signi-
ficativamente (p<0,05) apenas das capsulas de alginato-AC
polimerizada em HCI contendo calcio. Uma ordem crescente de
diametro foi observada para os sistemas de capsulas de alginato
recheados com limoneno ou pepsina, sendo o maior diametro
observado para as capsulas polimerizadas em HCI contendo
calcio, seguem as polimerizadasem solucdes de célcio e as
polimerizadas em &cido citrico, porém sem apresentar diferen-
¢cas significativas (p<0,05).

Tabela 2 - Média dos didmetros das cépsulas de Alginato e
Alginato-AC (mm) e respectivos desvios-padrao antes daimersao
na solucdo de difuséo.

Saluido o Polissrizaido
Capmuly Hachein [ " ) Ll & HE Call # &oido Lo

Wadia Daawio Midia Dhiri e Wadia Digsiviny

Alginag Hicose bk L i 0147 2.1 0,240 2085 2l
AL b o i e B IF UJIRALS

d cruloms Hiosn Sem cladas 2417 0,188 20 0,302
Algiang Limoneno 2037 | 0154 2,902" 0,223 2.001™ 0,230
Alyingg Fepsing Sem cndos 2.0 o251 1. T TATH

Il i oS0 D T s TG D2 2 Eig S K 8, MErelind @ Sl (b PO TR S anT, Brll TYuehiel S00Ti BI 1T Ech &1 L0 i Nl
o Wi avom i, sl vl dssegeificdnoe de 5% | po0,05)

Quando a solugédo de polimeriza¢do continha apenas cal-
cio em solucdo, no ensaio efetuado para capsulas contendo
glicose ou limoneno envoltas por alginato, foram observadas
diferencas significativas a p<0,05 entre seus didmetros.

As capsulas contendo pepsina polimerizada nas solucdes
acidas de HCI e acido citrico ndo apresentaram diferencas
significativas entre as capsulas contendo limoneno ou glicose
para o sistema de polimerizacdo contendo HCI e calcio. Dife-
rencas significativas foram observadas para a solugdo de acido
citrico entre pepsina e glicose na matriz alginato. Para esse
mesmo sistema ndo foram observadas diferencas significativas
entre os recheios limoneno e pepsina.
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A avaliacdo das diferencas entre os diametros foi também
realizada nas matrizes apés o tempo de difusédo ter sido com-
pletado (Tabela 3). Foram observadas diferencas significativas
entre cipsulas de alginato-AC contendo glicose polimerizada
em calcio acidificada com HCIl em relagcdo as capsulas reche-
adas com limoneno ou pepsina, independente da solucdo de
polimerizacgéao.

Tabela 3 - Média dos didmetros das capsulas de Alginato e
Alginato-AC (mm) e respectivos desvios-padrdo ap6s 6h de
imersdo na solucdo de difusao.

Bokigdo die Pobimiizis o

Chpmula | Rechein | cakly Call, & HEI | CaCh = Ackio CRrico
[ [ M idim Danvic [ Hedin Danvio [ Media Ciansic
Edg ey [ £ carea [ i, g [ 0,17 [ FAE i [ 0,240 [ PR o [ 0247
I;'¢"::::',"'_'i'cln:"c““"‘L":':' - e —— 7,308 TR I  E FE 0244
Slgirmin . L imonens: . Fo0E" 1,187 . 151" . nan . rfer i n24n
Soirmin [ Paprars [ o o iy [ ristry [ [Ny [ 1,/ o2 r

Ha comparscio anire on. ipns e cipeu b, rechso 8 solecio-de polimensscic, sx madiae coem isbres s comaem o
kv askn & an sl da Sgrkcinas de 55 |pa0 5|

Foram também observadas diferencas significativas entre
capsulas de alginato contendo pepsina polimerizada em acido
citrico em relacdo a alginato e alginato-AC contendo glicose
polimerizada em HCI ou &cido citrico.

Menores didmetros foram observados antes e apo6s a di-
fus@o para pepsina encapsulada em alginato polimerizado em
acido citrico.

Nas solugdes acidas contendo HCI, foi observado um decréscimo
no volume, provavelmente devido a sinérese* antes e apds o
estudo de difusdo. Efeito contrario foi observado quando a
solucdo de polimerizacdo continha &cido citrico. Ambos os
efeitos independeram do recheio considerado.

3.1. ENSAIO DE DIFUSAO DA GLICOSE

Com relacdo ao experimento contendo glicose como re-
cheio (Figura 1), as curvas de difusdo obtidas para as diferen-
tes situagfes ensaiadas ndo apresentaram diferencas signi-
ficativas entre si (p < 0,05), como se pode observar na Figura

*Sinérese — Refere-se a expulsao de liquido do gel (FENNEMA, 1996).
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1 e na Tabela 4 (difusdo média dos ensaios contendo glicose
como recheio). Esses resultados indicaram a livre migracdo da
glicose para o solvente imediatamente apds as esferas serem
colocadas para difundir, em todos os sistemas estudados. As
curvas da difusdo da glicose apresentaram um perfil esperado,
com a tendéncia para formar um patamar onde a concentragao
de glicose difundida é constante, considerando que o experi-
mento foi realizado sem reposicdo do solvente. Os resultados
obtidos estdo em concordancia com os anteriormente observa-
dos por Tanaka, Matsumura e Veliky, (1984), onde a glicose
difundia-se imediatamente apés a imersdo das capsulas na
solucdo e quase que totalmente nos primeiros 30 minutos de
ensaio. Esses autores encontraram uma boa correlagdo dos
resultados experimentais com o valor calculado através de
modelagem matematica da difusao considerando que o substrato
encontrou livre difusividade devido ao tamanho dos poros
apresentados pelas céapsulas.
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Figura 1 - Média das concentragcdes em mg de glicose difun-
dida por mL de solucdo de HCI 0,1 N em fung¢&o do tempo (min).
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Tabela 4 - Quantidade média em mg de glicose difundida por
ml de solucgéo de difusdo (HCI 0,1N) em funcédo do tempo (min).
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A acetofitalato de celulose foi adicionada as capsulas de
alginato no presente experimento com a finalidade de diminuir
a porosidade das capsulas, como reportado por Chan, Heng e
Wan (1997), no entanto, a analise estatistica dos resultados
ndo apresentou diferenca significativa em relacdo aos ensaios
contendo somente capsulas fabricadas com alginato de célcio.
Obteve-se novamente difusdo imediata do recheio indicando
que a adicdo de AC ndo diminuiu suficientemente o tamanho
dos poros, o que poderia funcionar como barreira a substratos
de baixa massa molar, como a glicose. Cheetham, Blunt e
Bucke (1979) determinaram o coeficiente de particdo para a
sacarose em alginato de calcio, de 0,84, indicando que 84% do
volume interno do gel foi acessivel a sacarose quando a difu-
sdo ocorria de fora para dentro da matriz evidenciando a alta
porosidade da matriz utilizada.

3.2. ENSAIO DE DIFUSAO DE LIMONENO

O etanol foi utilizado como solvente para a analise de
difusdo do limoneno devido ao carater antagdnico de polarida-
de entre o limoneno e a 4gua. O limoneno € um monoterpeno
hidrofébico (BISHOP; NELSON;LAMB, 1998) e praticamente
insolivel em agua, o que foi constatado durante 0s ensaios
preliminares onde se utilizou uma solu¢cdo aquosa, HCL 0,1N,
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verificou-se a ndo ocorréncia de difusdo do recheio para a
solucao devido as diferencas de polaridade entre recheio e
solugdo.

Quando limoneno foi utilizado como recheio, o grafico da
difusdo média (Figura 2), mostrou perfis semelhantes para as
diversas combinac¢des estudadas incluindo a utilizacao de alginato,
mistura alginato-AC, curados em &cido cloridrico ou &cido
citrico. A quantificacdo do limoneno difundido indicou nos
primeiros tempos de amostragem, apés a primeira hora, a
liberacdo de aproximadamente 50% do recheio inicialmente
adicionado, indicando fraca retencdo da matriz do gel em todos
0s sistemas estudados. Apesar disso, pode-se observar atra-
vés da Tabela 5 que, excetuando o tempo 4 horas, houve
diferenca significativa (p<0,05) entre 0s ensaios. Foi também
observado, através da Figura 2, que o ensaio 7 (Capsula de
alginato de calcio recheadas com limoneno e extrusado em
solucdo de calcio adidificada com HCI 0,75N) apresentou a
menor retencdo durante o experimento de difuséo.
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Figura 2 - Média das concentracbes em mg de limoneno
difundido por ml de solucdo de etanol anidro em funcdo do
tempo (min).
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Tabela 5 - Quantidade média em mg de limoneno difundido por
ml da solucédo de difusdo (etanol anidro) em funcdo do tempo
(min).
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Uma vez que o limoneno é um composto de baixa massa
molar, os resultados obtidos indicaram que a porosidade das
matrizes utilizadas nédo foi suficiente para evitar que esse
tamanho de molécula pudesse ser retido no interior da matriz.
Durante a adicdo de AC asolucédo de etanol, observou-se uma
pequena precipitacdo de particulas brancas, fazendo-se ne-
cessaria uma filtragem das amostras antes de submeté-las a
analise cromatogréfica. Isso ocorreu, provavelmente, devido a
solubilizacédo parcial do derivado de celulose no etanol. Inde-
pendente do efeito de solubilizacado parcial, a adicao de AC nao
provocou melhora na retencdo do recheio utilizado.

A andlise da Tabela 5 confirma o resultado apresentado
na Figura 2, onde o ensaio 7 (Capsula de alginato gotejada em
solucédo de CacCl2 acidificada com HCI 0,75N) é o que apresenta
pior retencdo, sendo, portanto, onde ocorre maior liberacdo do
limoneno em todos os tempos estudados, diferindo significati-
vamente (p<0,05) dos ensaios 9 (Capsulade alginato-AC gotejada
em solucdo de CaCl2 acidificada com HCI 0,75N) e 10 (Capsula
de alginato-AC gotejada em solucao de CaCl2 acidificada com
Acido Citrico 70%) nos tempos de 30, 60 e 120 minutos. Nesses
tempos, os ensaios 9 e 10 tiveram maior retencdo, compara-
tivamente aos demais ensaios.

Esses resultados indicam que a porosidade das matrizes
foi suficiente para permitir a difusdo do limoneno através das
diversas formulacdes estudadas. O processo de difusao do
limoneno parece ocorrer passivamente através da membrana
do gel, conforme também observado anteriormente por Bishop,
Nelson e Lamb (1998).
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3.3 ENSAIO DE DIFUSAO DE PEPSINA

Quando a pepsina foi utilizada como recheio, duas séries
de medidas de difusdo foram realizadas, a primeira consideran-
do as capsulas diretamente removidas da solugéo de polimerizacgéo
(sem lavar) cujos resultados de difusdo se encontram na Figura
3 e a segunda, onde as capsulas retiradas da solucdo de
polimerizacédo foram lavadas com agua destilada (lavadas), em
seguida, colocadas na solugcdo de difusdo. Os resultados da
difusdo estdo apresentados na Figura 4. Os resultados obtidos
mostraram perfis semelhantes para as curvas de difuséo, con-
siderando as diversas combinacdes estudadas incluindo a
utilizacdo de alginato,mistura alginato-AC e a cura em acido
cloridrico ou acido citrico. Os perfis apresentados nos graficos
de difuséo estdo coerentes com o sistema que utiliza reposicéo
do solvente durante o experimento de difuséo.
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Figura 3 - Concentracao média em mg de pepsina de capsulas
néo lavadas por g de solucdo de difusdo (HCI 0,1 N) em funcéo
do tempo (min).
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Observando a Figura 3, pode-se verificar que a menor
retencdo ocorre para o ensaio 11 (Céapsula de alginato gote-
jada em solucédo de calcio 1,5%), que liberou 100% do valor
inicialmente encapsulado, enquanto a maior retengdo ocorre
no ensaio 14 (Cépsula de alginato-AC gotejada em solucao de
calcio 1,5% acidificada com HCI) que liberou, aproximadamen-
te, 51% do valor inicialmente encapsulado, uma retencéo sig-
nificativa. Verificou-se que o0s ensaios mencionados diferem
significativamente (p<0,05) durante todo o tempo de amostragem,
exceto nos tempos de 120, 180 e 210 minutos quando nao foi
possivel observar diferencas significativas entre os ensaios. O
ensaio 14 (Capsula de alginato-AC gotejada em solucédo de
calcio 1,5% acidificada com HCI) também apresentou diferenca
significativa (p<0,05) do ensaio 15 (Céapsula de alginato-AC
gotejada em solucdo de calcio 1,5% acidificada com acido
citrico 70%) no primeiro tempo de amostragem (15 minutos).

Nao foi possivel observar diferengcas significativas entre
as concentragcfes encontradas no interior das capsulas para
qualquer um dos sistemas estudados (concentracdo encontra-
da — capsula).
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Figura 4 - Concentracdo média em mg de pepsina de capsula
lavada difundida por g de solucdo de difusdo (HCI 0,1 N) em

funcdo do tempo (min).
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Observando-se a Figura 4, pode-se verificar que houve
menor retencdo no ensaio 16 (Capsula de alginato gotejada em
solucao de calcio 1,5% acidificada com HCI e lavada) liberando,
aproximadamente, 49% do valor inicialmente encapsulado, enquanto
amaiorretencéo é observadano ensaio 18 (Capsula de alginato-
AC gotejada em solucéo de calcio 1,5% acidificada com HCI e
lavada) que liberou cerca de 38% do valor inicialmente encapsulado
(15 min). Verificou-se diferenca significativa (p<0,05) entre os
ensaios nos tempos 15, 120, 150 €180 minutos. Apds 15
minutos de difusdo, os ensaios 18 (Céapsula de alginato-AC
gotejada em solucdo de calcio 1,5% acidificada com HCI e
lavada) e 19 (Capsula de alginato-AC gotejada em solucéo de
calcio 1,5% acidificada com acido citrico e lavada) diferiram
entre si (p<0,05) nado diferindo, no entanto, em relacdo aos
demais ensaios. Apo6s 120 minutos, o ensaio 16 (Capsula de
alginato gotejada em solucédo de calcio 1,5% acidificada com
HCI e lavada) diferiu, em relacdo aos demais ensaios (p<0,05),
apresentando a maior concentracdo média e, portanto, maior
liberacao. Ap6s 150 minutos, os ensaios 16 (Capsula de alginato
gotejada em solucdo de calcio 1,5% acidificada com HCI e
lavada) e 18 (Capsula de alginato-AC gotejada em solucgao de
calcio 1,5% acidificada com HCI e lavada) diferiram entre si
(p<0,05) néao diferindo em relacdo aos demais ensaios. Apos
180 minutos, o ensaio 16 (Capsula de alginato gotejada em
solucdo de calcio 1,5% acidificada com HCI e lavada), diferiu
do ensaio 18 (Céapsula de alginato-AC gotejada em solucado de
calcio 1,5% acidificada com HCI e lavada) e do ensaio 19
(Céapsula de alginato-AC gotejada em solucdo de calcio 1,5%
acidificada com &cido citrico e lavada), porém nenhum deles
diferiu, em relacdo ao ensaio 17 (Céapsula de alginato gotejada
em solucdo de célcio 1,5% acidificada com &cido citrico e
lavada). A quantidade de proteina vai sendo reduzida com o
tempo de amostragem devido a reposicdo de solvente.

Embora a pepsina possa perder gradualmente sua ativi-
dade em solugbes fortemente acidas (pH 1,8 e 50 °C), a perda
de atividade é paralela a perda de nitrogénio protéico e, sob
essas condicdes, a autolise, provavelmente, também contribui
para a sua perda de atividade. Em acidos muito fortes, pode
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ocorrer primeiro a desnaturacao, seguida da hidrélise de liga-
¢des peptidicas, sendo a razdo ou taxa de inativacao direta-
mente proporcional a concentracdo de ions de hidrogénio
(BOYER; LARDYM; MYRBAK, 1960). A hidrdlise da pepsina
poderia acarretar uma difusdo mais acentuada dos peptideos
provenientes da hidrélise. Tal ocorréncia, entretanto, nao foi
observada nas condi¢des dos experimentos envolvendo a pepsina,
conforme pode ser observado na Figura 5. A atividade enzimatica
nao foi avaliada uma vez que o objetivo era observarapenas
a capacidade de barreira das matrizes utilizadas.

ab c d
Figura 5 - Perfil eletroforético em gel de Poliacrilamida SDS-
PAGE: a) padrao contendo proteinas de diferentes MM; b)

pepsina livre; c¢) pepsina difundida e liofilizada e d) solucéo
de difusdo a partir de capsulas de alginato sem recheio.
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Observou-se que a concentracdo de pepsina encontrada
no interior das capsulas ndo lavadas e lavadas difere entre si
(p<0,05), sendo que o ensaio 13 (Capsula de alginato gotejada
em solucado de calcio 1,5% acidificada com acido citrico) apre-
sentou maior média, diferindo dos ensaios 14, 16, 18 e 19. O
ensaio 14 (Capsula de alginato-AC gotejada em solucdo de
calcio 1,5% acidificada com HCI) e o ensaio 18 (Céapsula de
alginato-AC gotejada em solucdo de célcio 1,5% acidificada
com HCI e lavada) apresentaram menor média durante todo o
experimento ndo diferindo estatisticamente (p<0,05) entre si.
Apo6s 30 minutos de difusdo, o ensaio 11 (Capsula de alginato
gotejada em solugdo de calcio 1,5%) diferiu significativamente
(p<0,05) dos ensaios 14 (Capsula de alginato-AC gotejada em
solucao de calcio acidificada com HCI), 18 (Capsula de alginato-
AC gotejada em solucéo de calcio acidificada com HCI e lavada)
e do ensaio 19 (Capsula de alginato-AC gotejada em solucéo
de calcio acidificada com &cido citrico e lavada).

De modo geral observou-se que em todos os tempos
considerados os ensaios 14 (Capsula de alginato-AC gotejada
em solucdo de célcio acidificada com HCI), e 18 (Capsula de
alginato-AC gotejada em solucao de célcio acidificada com HCI
e lavada) diferiram significativamente (p<0,05) do ensaio 11
(Capsula de alginato gotejada em solug¢do de célcio). Os de-
mais ensaios, com excec¢do do ensaio 15, nos tempos 60, 90
e 180 minutos, apresentaram valores de liberacdo intermediéa-
rios nado diferindo significativamente (p<0,05) entre si.

Embora sem diferencas significativas entre si pode-se
observar que o ensaio 14 (Capsula de alginato-AC gotejada em
solucdo de célcio acidificada com HCI), e seu equivalente
lavado, o ensaio 18 (Capsula de alginato de calcio-AC reche-
adas com pepsina gotejada em solucdo de CaCl2 1,5% acidificada
com HCI e lavada), ambas apresentaram menor liberagdo do
recheio sugerindo para esses sistemas a melhor retencéo entre
todos os sistemasestudados.

A acetofitalato de celulose adicionada ao alginato de s6dio,
com o intuito de modificar a liberacdo de compostos ativos
mostrou-se efetiva para o caso da pepsina. As curvas de
liberacdo, embora tenham apresentado formas semelhantes,
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ap6s 15 minutos de difuséo, indicaram que os sistemas com-
postos pela mistura alginato-AC polimerizado em solucédo de
calcio acidificada com HCI retiveram 50% da quantidade de
pepsina inicialmente encapsulada enquanto o sistema compos-
to por alginato polimerizado em solucdo de calcio liberarou
100%. O mesmo foi observado para os sistemas lavados,
porém em menor porcentagem.

Apesar do alginato ser insolivel em meio acido (HCI 0,1
N), Fattah e outros (1998) observaram maior liberacao em meio
acido do que em meio aquoso, sendo a rapida liberacdo do
recheio das capsulas de alginato em meio &cido explica-se pela
mudanc¢a na propriedade da matriz ao contato com o &cido.
Yotsuyanagi e outros (1990) observaram que os ions de calcio
das capsulas de alginato estavam totalmente descarregados
em meio acido enquanto os grupos carboxilicos se encontra-
vam na forma néo-ionizada, o que poderia alterar a proprieda-
de da matriz, inclusive com relacdo as caracteristicas de libe-
racdo de material de recheio. Fattah e outros (1998) conclu-
iram gque o comportamento de liberacdo de recheios de cap-
sulas ndo dependia unicamente das caracteristicas idnicas do
polimero e do pH do meio, mas também do tipo de cétion
conjugado ao polimero.

De acordo com King (1988), géis ou filmes de alginato de
célcio sdo permeaveis a moléculas solliveis em agua e com
massa molar menor que 5000 Daltons, como as moléculas de
glicose e limoneno utilizadas em nossos ensaios. Segundo o
autor, moléculas com maior massa molar (MM) também podem
difundir-se lentamente através do gel, enquanto que moléculas
com MM acima de 10000 ou maior ndo poderiam difundir-se,
porém isso néo foi observado no experimento ora relatado, no
qual a pepsina com Massa Molar de 34500 D utilizada como
recheio foi parcialmente liberada das capsulas.

A aplicacdo dos modelos matematicos citados anterior-
mente na revisdo para representar a difusdo dos recheios
utilizados através da capsula nao foi possivel devido a libera-
¢ao ocorrer quase que instantaneamente, ap6s 15 minutos de
permanéncia das capsulas em solucdo de difuséo.
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De modo geral, a adicdo de acetofitalato de celulose com
a intencdo de diminuir a porosidade das céapsulas de alginato
de sbédio ndo surtiu o efeito desejado, de aumentar a retencéo
do material de recheio de baixa massa molar em nenhum dos
sistemas estudados. Porém o uso de alginato-AC com recheios
de alta massa molar, como pepsina, permitiu a retencéo de
guantidades consideraveis nos estudos de difusdo (50% de
retencdo considerando a primeira retirada de amostra aos 15
minutos).

4 CONCLUSAO

O uso de acetofitalato de celulose com a intencdo de
diminuir a porosidade das capsulas de alginato de sédio nao
surtiu o efeito desejado, de aumentar a retencdo do material
de recheio com baixa massa molar, como, glicose e limoneno,
com algumas poucas ressalvas sem diferenca estatistica nos
ensaios 9 (Capsula de alginato-AC gotejada em solucdo de
CACI, 1,5% acidificada com HCI) e 10 (Capsula de alginato-AC
gotejada em solucéo de CACI, 1,5% acidificada com acido
citrico) recheados com limoneno. J& para recheios com massa
molar alta, como pepsina, a adicdo de AC mostrou-se efetiva,
uma vez que as curvas de liberacdo, embora tenham apresen-
tado formas semelhantes para todos os sistemas demonstra-
ram, apds 15 minutos de difusdo, que os sistemas compostos
pela mistura alginato-AC gotejada em solucao de céalcio acidificada
com HCI retiveram 50% da quantidade de pepsina inicialmente
encapsulada enquanto os sistemas compostos por alginato
gotejado em solucado de calcio liberaram 100%, o mesmo tendo
sido observado para os sistemas lavados, porém, em menor
porcentagem. A adicdo de AC parece ter diminuido a porosidade
da matriz de alginato influenciando assim na reten¢cao de com-
postos de mais alta massa molecular.

A quantidade de recheio dos sistemas com capsulas néao-
lavadas foi maior que os sistemas correspondentes com cap-
sulas lavadas, indicando que parte da pepsina se encontrava
sobre a superficie das capsulas, e que o processo de encapsulagao
ainda pode ser otimizado.
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A aplicacdo dos modelos matematicos para representar a
difusdo dos recheios utilizados através da capsula nao foi
possivel devido a liberacdo ocorrer quase que instantanea-
mente, ap6és 15 minutos de permanéncia das capsulas em
solucdo de difusdo na maioria dos sistemas utilizados.

SOLUTE PERMEATION OF DIFFERENT MOLECULAR
MASSESINSYSTEMS COMPOSED OF CALCIUM ALGINATE
AND CELLULOSE ACETATE PHTHALATE

ABSTRACT — With the objective of studying the diffusion of a core

material from different molar masses (MM) in systems of gelled capsules
of calcium alginate and of mixtures of calcium alginate and cellulose

acetate phthalate (CAP), glucose (MM 180 D), limonene (MM 136 D) and
pepsin (MM 34500 D) and their diffusion by acid solutions (HCI 0,1 N)

or alcohol (ethanol) evaluated by enzymatic determinations, by chromatography
and Kjeldahl. The conclusion is that the addition of CAP did not increase
the retention of the core material with low molecular mass like glucose
and limonene, although core material with high molecular mass like

pepsin had a good retention in the system alginate-CAP acidified by
hydrochloric acid.
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