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Resumo

Este trabalho teve como objetivos o desenvolvimento e caraterizacdo de
filmes de quitosano com incorporacdo de microcapsulas com extrato de grainha de
uva e carvacrol e o estudo das cinéticas de libertac&o.

As microcépsulas de quitosano (1,25%), extrato de grainha de uva (34,2%) e
carvacrol (3,2%) foram produzidas por gelificacdo i6nica com tripolifosfato de sodio
(0,8%). Os filmes com microcapsulas foram caraterizados: L*=65,95+4,47,
a*=10,46+2,49, b*=12,13+2,80; humidade de 13,41+0,57 %, solubilidade de
17,28+1,29 % e espessura média de 0,4136+0,0415 mm. Os filmes com
microcépsulas foram colocados em solugdes com pH 5 e 6,5 para estudar a libertacéo
de compostos fendlicos totais e flavonoides, a 5, 15, 25 e 35 °C, ao longo do tempo.
A libertacdo maxima de compostos fendlicos totais a pH 5 (0,077 mg/mL
equivalentes de &cido gélico) ocorreu ao fim de 168 horas para 25 e 35°C, e a pH 6,5
ao fim de 72 horas (0,169 mg/mL) para 25 °C. No caso dos flavonoides, a libertagéo
méaxima a pH 5 (0,016 mg/mL equivalentes de catequina) ocorreu ao fim de 336
horas a 15 °C, e a pH 6,5 ao fim de 72 horas a 25 °C (0,025 mg/mL).

O tempo de armazenamento, a temperatura e o pH influenciaram a libertacéo
dos compostos fendlicos totais e flavonoides, o modelo de Korsmeyer-Peppas
ajustou-se com sucesso a pH 5: compostos fendlicos totais ker=0,1038+0,0341 h™,
E.=6734,87+3745,61 J, n=0,4127+0,0672; flavonoides k.=0,0916+0,0496 h™,
E,=17162,10+8521,29 J, n=0,3918+0,1122; e o de Higuchi a pH 6,5: compostos
fendlicos totais krf=0,0995+0,0082 h? E,=7103,27+5340,85 J; flavonoides
krer=0,0929+0,0068 h™, E,=9761,36+4885,07 J.

O estudo das cinéticas de libertacdo € uma importante ferramenta que permite
a previsdao da libertacdo de determinados compostos com vista a producdo de

embalagens ativas com libertacdo controlada.

Palavras-chave: quitosano, extrato de grainha de uva, carvacrol, filmes,

microcépsulas, cinéticas de libertacéo.



Abstract

This study aimed to develop and characterize chitosan films with grape seed
extract and carvacrol microcapsulated and study the release kinetics of these natural
agents.

Chitosan based (1,25%) microcapsules with grape seed extract (34,2%) and
carvacrol (3,2%) were produced by ionic gelation with sodium tripolyphosphate
(0,8%). The films with microcapsules were characterized: L*=65,95+4,47,
a*=10,46£2,49, b*=12,13+£2,80; moisture content of 13,41+0,57 %, solubility of
17,28+1,29 % and average thickness of 0,4136+0,0415 mm. The films with
microcapsules were immersed in solutions at pH 5 and 6,5 to study the release of
total phenolic content and flavonoids, at 5, 15, 25 and 35 °C, over time. The
maximum release of total phenolic compounds at pH 5 (0,077 mg/mL gallic acid
equivalents) took 168 hours to occur at 25 and 35 °C, C but at pH 6,5 (0,169
mg/mL) and 25 °C took only 72 hours. As for flavonoids, at pH 5 and 15 °C, the
maximum release (0,016 mg /mL catechins equivalents) took 336 hours to occur, and
at pH 6,5 (0,025 mg/mL) and 25 °C, took only 72 hours.

Storage time, temperature and pH affected the release of flavonoids and total
phenolic compounds, following the Korsmeyer-Peppas model at pH 5, and the
estimated Kinetic parameters were as follows: for total phenolic compounds
kret=0,1038+0,0341 h™, E,=6734,87+3745,61 J, n=0,4127+0,0672; for flavonoids
krer=0,0916+0,0496 h™, E,=17162,10+8521,29 J, n=0,3918+0,1122; At pH 6,5, the
Higuchi model fit better the experimental data: total phenolic compounds
krer=0,0995+0,0082 h™, E;=7103,27+5340,85 J; to flavonoids k.=0,0929+0,0068 h°
', E,=9761,36+4885,07 J.

The study of the kinetics release is an important tool that allows predicting
the release of certain compounds for the production of active packaging with

controlled release.

Keywords: chitosan, grape seed extract, carvacrol, films, microcapsules, release

kinetics.
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1. Introducéo

A seguranca e qualidade dos alimentos sdo as principais preocupagdes para 0s
produtores de alimentos, industrias e consumidores. A deterioracdo dos alimentos é

causada por fatores fisicos, quimicos e biologicos (Corrales et al., 2014).

Vérias medidas de prevencdo, incluindo métodos de prevencdo, tém sido
colocadas em pratica para reduzir a deterioracdo dos alimentos e prolongar a sua vida
atil. O sistema de andlise de perigos e pontos criticos de controlo (HACCP) e as
inspecdes regulares no processamento dos alimentos s&o medidas atualmente
aplicadas para produzir alimentos de alta qualidade. As embalagens sdo também
utilizadas numa grande variedade de alimentos com o objetivo de manter ou
melhorar a seguranca e a qualidade dos produtos finais. Os materiais de embalagem
podem ser melhorados com substéncias com propriedades antimicrobianas, criando
uma barreira de protecdo para prevenir e retardar a deterioracdo dos alimentos.
Assim, podem conter agentes antimicrobianos para serem libertados de forma eficaz
no alimento, prolongando o tempo de prateleira, a qualidade e a seguranca do mesmo
(Corrales et al., 2014).

Os sistemas de embalagem com propriedades adaptadas podem inibir ou
reduzir o crescimento microbiano e evitar contaminacdes de alimentos, uma vez que
a libertacdo de determinadas substancias pode alterar as condi¢bes ideais de
crescimento de certos microrganismos, tais como o pH, a percentagem de oxigénio,

agua ou nutrientes (Corrales et al., 2014; Yoshida et al., 2014).

1.1 Importancia do desenvolvimento de embalagens

Os pléasticos sdo materiais muito versateis que transformaram a nossa vida
guotidiana desde ha mais de sessenta anos, fornecendo funcionalidades sem
precedentes. A producdo mundial de plasticos, principalmente a partir de matérias-
primas fosseis, disparou de 1,5 milhdes de toneladas (Mton) em 1950 para 299 Mton
em 2013 (Velis, 2014; Plastics - the Facts 2014).



Das 299 Mton de plésticos produzidas em 2013, 46,3 Mton tém origem na
Europa onde 39,6% desses plasticos sdo utilizados em embalagens, como se pode
verificar na figura 1.1 (Plastics - the Facts 2014).

Agricultura

Outros
(desportos, cuidados de salde e
seguranga e mobiliario) L.
Automaoveis

Construcéo Civil

Embalagens

Figura 1.1 — Distribuicdo do consumo de plasticos na Europa (adaptado de
Plastics - the Facts 2014).

A maior parte dessas embalagens sao utilizadas uma vez e depois descartadas,
0 que contribui consideravelmente para o fluxo total de residuos. A eliminagéo destes
residuos é dificil, e portanto, tem um impacte muito significativo no meio ambiente.
Estes residuos criam problemas de poluicdo visual e tém efeitos nocivos para 0 meio
ambiente em geral por ndo serem biodegradaveis. Além disso, os plésticos séo
polimeros derivados do petroleo, um recurso fossil esgotavel. No entanto, estes
polimeros de origem petroquimica continuam a ser largamente utilizados porque sdo
produzidos facilmente a baixo custo e tém uma elevada resisténcia, flexibilidade e
durabilidade (Ferreira, 2012).

As embalagens de alimentos sdo 0 maior setor em crescimento no dominio do
mercado de embalagens de plastico e é parte integrante das operacOes de
processamento de alimentos. O seu principal objetivo é manter a qualidade e
seguranca do alimento desde o0 momento de embalamento até chegar ao consumidor
final. Outra funcdo importante da embalagem € a de proteger os alimentos contra 0s



riscos fisicos, quimicos e bioldgicos (oxigénio, humidade, luz, contaminacao
microbiana, insetos, etc.), durante o armazenamento e distribui¢do. Outras funcdes da
embalagem incluem contencéo, conveniéncia, fonte de informacdes sobre o alimento
e deve ainda ser esteticamente agradavel (Majeed et al., 2013).

Além das funcbes bésicas acima mencionadas das embalagens de alimentos,
hd questdes secundarias de importancia cada vez maior que a tecnologia de
embalagens deve considerar: os custos de energia e de matérias-primas, reciclagem,
sustentabilidade e o cumprimento de normas rigorosas em matéria de poluentes.
Assim, 0s objetivos das embalagens dos alimentos sdo, entre outros, manter a
seguranca dos alimentos e minimizar o impacte ambiental. Além disso, deve haver
um equilibrio entre o papel principal e as questdes de pos-utilizacdo dos materiais de
embalagem (Majeed et al., 2013).

As mudancas no modo de vida dos consumidores, que procuram opcoes
amigas do ambiente, apresentam grandes desafios para a industria de embalagens de
alimentos e agem como forcas motrizes para o desenvolvimento de conceitos novos e
melhorados de embalagens onde a interacdo Util entre embalagens, meio ambiente e
alimentos ocorre. Este € o conceito base das embalagens ativas e inteligentes
(Majeed et al., 2013; Restuccia et al., 2010).

Para este propdsito, o Regulamento da Unido Europeia 1935/2004 permitiu,
pela primeira vez, a oportunidade das embalagens ativas serem utilizadas na Europa,
permitindo a aplicacdo de materiais com agentes que poderiam migrar para 0S
alimentos (Restuccia et al., 2010). De acordo com a Diretiva Europeia 94/62/CE
relativa a gestdo de embalagens e residuos de embalagens, esta deve incluir como
prioridades a reducdo de embalagens e a reciclagem, que permitem reduzir a
disposicdo final dos residuos. As embalagens ativas, isto €, os filmes, podem ajudar a
resolver o problema do uso excessivo de embalagens plasticas, substituindo-as
parcialmente. Estes também podem atuar como uma barreira ao exterior
(nomeadamente do vapor de agua e oxigénio), como um veiculo para 0s compostos
funcionais, ao mesmo tempo, reduzindo danos fisicos e a quebra e, portanto,
preservar/melhorar a integridade dos alimentos (Rubilar et al., 2013).

Com o intuito de resolver os problemas ambientais que advém da utilizacao

excessiva de plasticos, tem-se verificado um crescente interesse em desenvolver



novos materiais biodegradaveis. Estes novos materiais podem ser obtidos a partir de
varias fontes naturais, como as proteinas, polissacarideos e lipidos ou também
poliésteres naturais produzidos por diversos microrganismos. A substituicao total dos
polimeros petroquimicos pelos biopolimeros ainda ndo é possivel, devido as suas
carateristicas fisico-quimicas e aos maiores custos de producdo. E portanto
necessario prosseguir com os estudos para melhorar as propriedades dos materiais
produzidos com estes polimeros naturais para que possam ser utlizados
comercialmente (Ferreira, 2012).

A utilizacdo de polimeros naturais tem emergido como uma alternativa para
enfrentar o problema das embalagens plasticas e como integrantes da base dos filmes
(Abugoch et al.,, 2011). H& um interesse crescente no desenvolvimento de
embalagens que utilizam polimeros naturais, como o quitosano, devido a sua
biodegradabilidade e a capacidade de retardar o transporte de humidade, gas, sabor e
lipidos (Yoshida et al., 2014).

1.2 Filmes a base de quitosano

A quitina (figura 1.2 (a)), Poli-(1,4)-N-acetil-D-glucose-2-amina, é o segundo
polissacarideo natural mais abundante depois da celulose (Liu et al., 2013). O
quitosano (figura 1.2 (b)), Poli-(1,4)-D-glucose-2-amina, € um polimero natural
obtido pela desacetilacdo da quitina (processo descrito na figura 1.3), que é o
principal constituinte do exosqueleto de crustaceos (Rubilar et al., 2013; Schreiber et
al., 2013).

CH,OH CH,OH

/ OH / OH //
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Figura 1.2 — Estruturas quimicas da quitina (a) e do quitosano (b).
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crustaceos (adaptado de Ferreira, 2012).



Muitos estudos recentes tém sugerido o quitosano como base de
desenvolvimento de filmes, que podem ser enriquecidos com compostos ativos que
reforcam a seguranca e qualidade dos alimentos, tais como: carvacrol, extrato de
grainha de uva, extratos de chéas e 6leos de cascas/sementes de citrinos. O quitosano
foi avaliado para vérias utilizagdes nos alimentos, indUstrias medicas, farmacéuticas,
agricolas e quimicas por ser biocompativel, por apresentar baixa toxicidade,
apresentar capacidade adesiva, por ser biodegradavel (Abugoch et al., 2011) e por ter
também atividade antimicrobiana (Fernandez-Saiz et al., 2013; Rubilar et al., 2013).

O quitosano tem sido amplamente utilizado na agricultura, biomedicina e na
indUstria alimentar. Estudos relatam que as peliculas formadas por quitosano puro
podem ser frageis e quebradicas, enquanto os filmes que incorporam agentes
plastificantes, tais como glicerol ou sorbitol, ttm melhores propriedades fisicas (Liu
et al., 2013; Schreiber et al., 2013). O quitosano pode ser dissolvido em &cido
cloridrico diluido ou &cidos organicos, tais como acidos acético, latico e citrico, e 0s
filmes sdo formados simplesmente por evaporacdo do solvente. A natureza cationica
do quitosano permite interacdes idnicas com outros compostos ionicos, levando a
novos materiais. O quitosano é conhecido como um polimero de formacéo de filmes
que pode ter diferentes propriedades mecanicas, de barreira e antimicrobianas
(Abugoch et al., 2011).

Devido a estas carateristicas, 0 quitosano tem sido amplamente utilizado para
a producdo de filmes comestiveis. Além disso, 0 quitosano € um componente
excelente para filmes ediveis, devido a sua capacidade de formacgdo de filmes
transparentes e boas propriedades mecéanicas (figura 1.4). Os filmes de quitosano sdo
ainda boas barreiras a gases (por exemplo: dioxido de carbono e oxigénio) e

apresentam elevada permeabilidade ao vapor de agua (Rubilar et al, 2013).



Figura 1.4 — Exemplos de filmes de quitosano (fontes: Cordeiro, 2010; Regiel
et al, 2013; Wei et al, 2013).

A fim de melhorar as propriedades de barreira a 4gua dos filmes de quitosano,
varios compostos, tais como o 4acido oleico, sdo frequentemente incorporados
(Rubilar et al., 2013). As carateristicas do filme de quitosano, contudo, variam
dependendo da sua origem, dos solventes usados, dos métodos de preparacdo do
filme, das condi¢des de secagem e dos tipos e quantidades de plastificantes ou co-
polimeros usados (Abugoch et al., 2011).

Sistemas de embalagem multifuncionais que contenham substancias ativas
tém um elevado potencial para aplicacdes em embalagens de alimentos comerciais.
A permeabilidade do filme depende da sua estrutura quimica e morfologia, a
natureza do permeante e a temperatura do meio ambiente. A permeabilidade ao vapor
de 4gua é a propriedade mais extensivamente estudada dos filmes, dada a

importancia da agua em reacOes deterioradores dos alimentos. Os consumidores
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preferem alimentos com maior seguranca, o que € particularmente relevante no caso
de alimentos frescos e minimamente processados que utilizam estes sistemas de
embalagem (Rubilar et al., 2013).

A incorporacdo de compostos antimicrobianos ou antioxidantes de origem
natural em filmes de quitosano € uma forma interessante para melhorar as

propriedades funcionais dos mesmos (Rubilar et al., 2013).

1.3 Incorporacéo de agentes naturais em filmes para embalagem

1.3.1 Carvacrol

Hoje em dia é muito comum usar Gleos essenciais e 0s seus componentes, que
demonstram ter potencial antimicrobiano, tanto em contato direto com alimentos
como através do seu vapor. O carvacrol € um fenol monoterpendide extraido
principalmente dos dleos essenciais do orégao, Origanum vulgare, onde existe entre
61 a 72% de acordo com o estudo de Rodrigues (2002) - sobre a composi¢do dos
Oleos essenciais do manjericdo e do orégdo - do tomilho, Thymus vulgare, onde
existe cerca de 21% de acordo com o estudo de Rosa (2013) - sobre o teor e
composic¢do do 6leo essencial do capim-limao e do tomilho - e da segurelha, Satureja
hortensis/montana L., onde existe aproximadamente 11% de acordo com o estudo de
Oliveira (2010) - sobre a atividade do 6leo essencial da segurelha. Outro composto
muito abundante nos 6leos essenciais é o timol, fenol da mesma familia do carvacrol
(Costa et al., 2013; Kurek et al., 2014).
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Figura 1.5 — (a) Oregao. Estruturas quimicas do carvacrol (b) e do timol (c).




O efeito inibitério sobre o crescimento de varios microrganismos é bem
documentado e descrito extensivamente. O carvacrol pode ser incorporado no
material do biopolimero que pode ser utilizado como um filme ou que pode revestir o
material de embalagem. A eficiéncia deste sistema é determinada pela difuséo
controlada e libertacdo que é mantida em concentraces suficientemente elevadas
para promover o impacte antimicrobiano quando necessario. A utilizacdo de agentes
antimicrobianos volateis tem muitas vantagens. Este sistema pode ser utilizado de
forma eficaz para os produtos frescos, como carne, queijo, frutas, legumes ou
produtos secos. Durante 0 armazenamento e a utilizagcdo do material de embalagem,
as propriedades dos filmes de quitosano podem ser modificadas ap6s a incorporagdo
do composto ativo. A perda de compostos volateis ativos a partir da matriz de base
bioldgica, a temperatura e humidade relativa especificas, requer o conhecimento da
sensibilidade a agua do polimero, o coeficiente de difusdo dos principios ativos,
taxas de libertacdo e os valores de migracdo de acordo com os niveis de humidade. O
aumento da temperatura e humidade de armazenamento pode acelerar a migracao dos
agentes ativos no filme (Kamimura et al., 2014; Kurek et al., 2014; Perettoa et al.,
2014).

1.3.2 Extrato de grainha de uva

Para aléem dos 6leos essenciais estudados para incorporacao nos filmes de
quitosano, também o extrato de grainha de uva (figura 1.6) é um produto muito

estudado e incorporado nestes filmes (Alonso et al., 2010).

Figura 1.6 — Extrato de grainha de uva.



O extrato de grainha de uva é um agente antimicrobiano e uma rica fonte de
compostos polifenolicos, principalmente catequinas monomeéricas e epicatequinas,
acido galico e procianidinas oligoméricas e poliméricas. Estes compostos
polifendlicos apresentam varios efeitos biologicos, incluindo a capacidade
antimicrobiana. A utilizagdo de combinagdes de agentes antimicrobianos naturais
pode aumentar o efeito antimicrobiano, reduzir a resisténcia de microrganismos e
pode também contribuir para melhorar as propriedades fisico-mecanicas dos filmes
(Rubilar et al., 2013).

1.4 Microencapsulacdo de agentes naturais

O controlo da libertacdo de substancias, agentes ativos, dos filmes para os
alimentos é um ponto de dificil tratamento. Durante muitos anos, a técnica da
microencapsulacdo foi utilizada na inddstria farmacéutica para a libertagdo
controlada e maior estabilidade de formulacbes e para mascarar sabores/cheiros
fortes. A microencapsulacdo é uma técnica Util para proteger os produtos de
condi¢Ges ambientais, para aumentar o tempo de validade/prateleira dos alimentos e
em sistemas de distribuicdo de nutracéuticos, através da incorporacdo de compostos

bioativos em sistemas alimentares (Nori et al., 2011).

A tecnologia associada a modificacao da libertacdo de principios ativos, como
farmacos, pesticidas, corantes, aromatizantes ou compostos naturais, é vasta. Entre
essas tecnologias, 0s sistemas matriciais poliméricos sdo amplamente aplicados na
forma de microparticulas. As microparticulas sdo subdivididas em microesferas e
microcapsulas, segundo a sua estrutura. Sdo denominadas microesferas as particulas
compactas constituidas por uma rede polimérica na qual a substancia ativa se
encontra distribuida no seu estado sélido ou molecular. J& as microcapsulas sdo as
particulas constituidas por um nucleo interno contendo o agente ativo recoberto por
uma camada de polimero de espessura variavel. A figura 1.7 representa a estrutura de

uma microcapsula e de uma microesfera (Suave et al., 2006).
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Figura 1.7 — (a) Microcapsula (b) Microesfera (fonte: Matté e Rosa, 2013).

O conceito de microcapsula surgiu da idealizacdo do modelo celular. Neste a
membrana que envolve e protege o citoplasma e 0s demais componentes exerce ao
mesmo tempo outras fun¢Bes, como controlar a entrada e a saida de material na
célula. De modo semelhante, a microcapsula consiste numa camada de um agente
encapsulante, geralmente um material polimérico que atua como um filme protetor,
isolando a substéncia ativa e evitando o efeito da sua exposi¢do inadequada. Essa
membrana desfaz-se sob estimulo especifico, libertando a substéncia no local ou
momento ideais (Suave et al., 2006).

A microencapsulacdo tem vindo a ser estudada desde 1929, para producdo de
microcapsulas com aplicagdo no setor téxtil e desde entdo tém sido apresentadas
inimeras aplicagdes, sendo uma delas no setor alimentar, na encapsulacéo de 6leos
essenciais para prevenir a oxidacdo e a perda de substancias volateis e controlar a
libertacdo do aroma (Butstraen e Salalin, 2014). A aplicacdo desta tecnologia
estende-se a incorporacdo de corantes, temperos, acidulantes, vitaminas e minerais.
A técnica de microencapsulacao protege esses ingredientes contra perdas nutricionais
e preserva ou mascara cor e sabores (inibindo a reacdo com outros materiais), além
de aumentar o tempo de prateleira e incorporar nos alimentos mecanismos de
controlo de libertacdo de certos componentes. Existem outras indistrias que
desenvolvem formulagdes com microparticulas na area dos cosméticos, pigmentos,
adesivos, agentes de cura e encapsulacdo de ceélulas vivas, incluindo enzimas e
microrganismos (Costa et al., 2013; Santos et al., 2005; Suave et al., 2006).

A escolha do processo de microencapsulacdo é determinada pelas
carateristicas de solubilidade do composto ativo e do material de revestimento em
funcdo da utilizacdo final. Algumas matrizes poliméricas, tais como o quitosano,
foram ja utilizadas para encapsular substancias ativas na industria farmacéutica

devido a sua baixa toxicidade, capacidade de formacdo de pelicula, alta resisténcia a
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tracdo e elevada adesividade (Suave et al., 2006). Existem varios métodos de
preparacdo de microcapsulas, tal como indicado na tabela 1.1.

Tabela 1.1 — Métodos de preparacdo de microcapsulas (adaptado de Huertas, 2011;
Matté e Rosa, 2013; Silva et al., 2003).

Métodos Fisicos Métodos Quimicos Métodos Fisico-quimicos
Secagem por atomizacao Inclusdo molecular Coacervacao
(spray drying)
Secagem por Polimerizacao Separacéo de fase organica
arrefecimento interfacial

(spray cooling)
Liofilizacéo Emulsificacao Gelificacao idnica

(freeze drying)

1.4.1 Secagem por atomizacao

A secagem por atomizacdo € um processo bastante utilizado na
microencapsulacdo de agentes ativos (figura 1.8). O material ativo a ser encapsulado
é misturado com uma solu¢do do composto que constitui 0 material encapsulante,
formando uma emuls&o. Ao ser atomizado dentro do secador, ocorre a evaporagao do
liquido da solucdo do agente encapsulante com a formacdo da membrana ao redor
das gotas do material ativo (Santos et al., 2005; Suave et al., 2006). A técnica de
secagem por atomizacdo é uma tecnologia largamente utilizada como processo de
microencapsulacdo em alimentos para proteger compostos bioativos ou alimentos
funcionais de stress ambiental (luz, temperatura e oxidagdo) (Sansone et al., 2014;
Santos et al., 2005).

Este processo apresenta algumas vantagens sobre os outros métodos: as
propriedades e a qualidade do produto sdo controladas mais eficientemente, ha
possibilidade de grandes producGes em operagdo continua com equipamento simples,
producdo de particulas relativamente uniformes e esféricas, boa eficiéncia e baixo

custo do processo (Suave et al., 2006).
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Figura 1.8 — Fluxograma do processo de microencapsulacdo através da secagem por

atomizacéo (fontes: Suave et al., 2006; Santos et al., 2005).

1.4.2 Gelificacdo ionica

A gelificacdo ionica, outro método de producdo de microcapsulas (figura 1.9),
ocorre por contacto da solucdo de polimero com o agente de arrefecimento de
reticulacdo (Matté e Rosa, 2013; Rathore et al., 2013). A solidificacdo do material de
revestimento pode ocorrer por evaporacdo do solvente, difusdo do solvente ou reacéo
quimica (Silva et al., 2003).

Seringa com volume

e diametro de agulha — Solugao com os
especificos '‘.———| agentes ativos e

0 polimero

Solugdo com a
substancia que
permitira a reticulacao

Figura 1.9 — Esquema do processo de gelificacdo ionica (adaptado de Wu et al.,
2013).
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As principais vantagens deste método sdo a simplicidade do seu
funcionamento, baixo custo e as faceis condi¢cBes operacionais, garantindo alta
fiabilidade. No entanto, ha também algumas desvantagens, tais como a sua
ineficiéncia na producdo de microcapsulas de dimensdes reduzidas e a exigéncia de
baixa a moderada viscosidade das solu¢fes poliméricas. Além disso, uma rapida
reticulacdo e endurecimento na superficie das microcdpsulas podem retardar o
movimento dos ides de ligacdo cruzada no nucleo interno, resultando em
microcapsulas menos estaveis. As microcapsulas sdo convenientemente produzidas
em escala laboratorial mas o scale up (passagem para a escala industrial) do processo
é geralmente dificil devido a lenta producgdo das particulas. Os fatores que afetam o
tamanho das microcapsulas produzidas incluem o didmetro da seringa, a viscosidade,
concentracdo, temperatura, velocidade da solucdo polimérica, altura da queda ou a
distancia de fluxo a partir da seringa para a solugéo (Rathore et al., 2013).

Para aumentar as propriedades termomecanicas das microcapsulas, o0s
polimeros hidréfilos utilizados como base precisam, como referido anteriormente, de
ser reticulados. A maioria dos agentes quimicos de reticulacdo (ligandos) mais
referidos sdo o formaldeido e o glutaraldeido, cuja utilizagdo nos alimentos é
limitada devido a sua toxicidade (Butstraen e Salaun, 2014). Para ultrapassar esta
barreira, alguns estudos propdem como potencial ligando o tripolifosfato de sodio
(figura 1.10), que é um composto nado toxico e polivalente (Butstraen e Salaiin, 2014;
Hamamura et al., 2010; Stulzer, 2008). Este interage facilmente com 0s grupos
amino do quitosano, por forcas eletrostaticas, para formar ligacGes intermoleculares
ou redes ionicas reticuladas, como demonstra a figura 1.11 (Butstraen e Salalin,
2014; Stulzer, 2008).
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Figura 1.10 — Estrutura quimica do tripolifosfato de sodio.
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Figura 1.11 — Reticulacdo entre o quitosano e o ido tripolifosfato (fonte: Yang et al.,
2009).

1.5 Libertacéo de agentes ativos

A libertacdo dos agentes ativos incorporados nos filmes (diretamente ou por
microencapsulacdo) pode ocorrer através da rutura mecénica, mediante acdo da
temperatura e do pH, por meio da biodegradacdo, pela solubilidade no meio e
também por difusdo. A difusdo dos agentes ativos na matriz polimérica é definida
como um processo de transferéncia de massa de moléculas individuais de uma
substancia por intermédio de um movimento molecular aleatério e associado a um
gradiente de concentracdo (Suave et al., 2006).

A tecnologia de libertacdo controlada pode ser utilizada para aumentar a
eficiéncia no processo de producdo de muitos ingredientes. Foi utilizada inicialmente
pela indUstria farmacéutica, com posterior expansao noutras areas tais como:
libertacdo controlada de agroquimicos, fertilizantes, farmacos de uso veterinario e
em ativos para alimentos industrializados. A libertagdo controlada pode ser
considerada como um metodo pelo qual, um ou mais ingredientes encapsulados, sdo
disponibilizados em periodos de tempo especificos. Uma das vantagens da libertacéo
controlada é que o ingrediente ativo é libertado durante periodos de tempo

prolongados e controlados (Parize, 2009).

15



De modo geral, a libertacdo do ingrediente encapsulado depende do tipo de
geometria da particula e do agente encapsulante empregue. Estes fatores ditam o
mecanismo de libertacdo que pode ser baseado em efeitos de solvente, difusdo,
degradacéo ou fratura. Qualquer tipo de estimulo pode ser utilizado para a libertagdo
do ingrediente encapsulado, tais como: mudanca no pH, stress mecanico,
temperatura, atividade de enzimas e tempo (Matté e Rosa, 2013; Parize, 2009).

A partir da figura 1.12 observa-se que a libertacdo do agente ativo
encapsulado ocorre em dois passos. No primeiro passo da-se o inicio do
intumescimento da matriz polimérica, solubilizacdo rapida no meio e libertagcdo do
agente ativo livre presente na superficie do encapsulante. O segundo passo é
caraterizado pelo relaxamento, e intumescimento, da matriz polimérica e pela
ocorréncia da difusdo do agente ativo presente nas microcapsulas (Matté e Rosa,
2013; Parize, 2009).

1 LB
\\’\“" X H")f'
— T )T —— L
LK ' F
1° passo T\ 20 passo --'*J, _1 F\\“
Material ativo Libertacdo do material
encapsulado ativo Difusdo do material

ativo

Figura 1.12 — Esquema de libertacdo de agentes ativos a partir de microcapsulas
(adaptado de Matté e Rosa, 2013; Parize, 2009).

Um fator importante a ser considerado no processo de difusdo de um agente
ativo é a sua solubilidade na matriz polimérica. Quando um agente ativo se encontra
disperso na matriz, a difusdo acontece a medida que ocorre a sua solubilizacdo no
polimero. Ja num sistema em que o0 agente ativo se encontra solubilizado na matriz
polimérica, essa etapa sera suprimida, permitindo uma difusdo mais rapida. A
capacidade de intumescimento de um polimero também influencia diretamente a
difusdo do agente ativo. Quando o sistema de microencapsulagdo entra em contato
com a &gua, por exemplo, podem ocorrer a hidratacdo do material e a progressiva
gelificacdo das cadeias poliméricas, formando uma camada de alta viscosidade na

interface agua-polimero. Essa camada viscosa aumenta de espessura a medida que a

16



hidratacdo ou o intumescimento progride. Por consequéncia, a difusdo do agente
ativo é determinada pela velocidade de intumescimento do polimero. Embora nédo
exista um anico tipo de curva de libertacdo do agente ativo que satisfaca todas as
necessidades, quatro modelos tedricos de curva de libertagdo podem ser definidos. O
primeiro considera um mecanismo de disparo, que inicia a libertagdo. O segundo
mecanismo assume que a parede da microcdpsula atua como um reservatorio,
supondo-se que a taxa de libertacdo seja constante. O terceiro pressupde a migracédo
através da parede da microcapsula. O quarto modelo considera a parede como uma
membrana semipermedavel e seletiva de diferentes pesos moleculares (Matté e Rosa,
2013; Parize, 2009; Suave et al., 2006).

1.6 Quantificacdo de agentes ativos

Métodos laboratoriais, incluindo a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), eletroforese capilar, espetrofotometria de ultravioleta-visivel, espetrometria
de massa e detetores eletroquimicos, tém sido usados para analisar o conteddo de
compostos fendlicos totais e flavonoides em varias substancias (Seruga et al., 2011).

Os compostos fenolicos estdo amplamente distribuidos no reino vegetal. Sdo
definidos como substancias que possuem anéis aromaticos com um ou mais
substituintes hidroxilicos, incluindo os seus grupos funcionais. Entre as frutas, a uva
é uma das maiores fontes de compostos fendlicos. Os principais fenélicos presentes
na uva sdo os flavonoides (antocianinas e flavondis), os estilbenos (resveratrol), os
acidos fendlicos (derivados dos acidos cindmicos e benzoicos) e uma larga variedade
de taninos. As antocianinas sdo flavonoides que se encontram largamente
distribuidos na natureza e sdo responsaveis pela maioria das cores azul, violeta e
todas as tonalidades de vermelho que aparecem em flores, frutos, algumas folhas,
caules e raizes de plantas. Nas videiras, elas acumulam-se nas folhas durante a
senescéncia e sdo responsaveis pela coloracdo das cascas das uvas tintas, sendo
encontradas também na polpa e grainhas de algumas variedades de uvas (Malacrida e
Motta, 2005).
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1.6.1 Compostos fendlicos totais

A diversidade estrutural dos compostos fendlicos deve-se a grande variedade
de combinagdes que acontece na natureza e 0s compostos resultantes sdo chamados
de polifendis. Estas combinacdes fendlicas podem ser categorizadas em varias
classes como mostra a tabela 1.2 (onde Cg corresponde ao anel benzénico). De entre
os compostos fendlicos totais, destacam-se os flavonoides, os &cidos fendlicos, os
taninos e os tocoferdis como os mais comuns antioxidantes fenolicos de fonte natural
(Angelo e Jorge, 2007). Os compostos fendlicos totais sdo de grande interesse nas
industrias de alimentos, cosméticos e farmacéuticos, como substitutos para
antioxidantes sintéticos. O interesse deve-se a sua atividade antioxidante como

sequestrantes de radicais livres (Biswas et al., 2012; Furlong et al., 2003).

Tabela 1.2 — Classes dos compostos fendlicos totais nas plantas (adaptado de Angelo
e Jorge, 2007).

Classe Estrutura
Fendlicos simples (benzoguinonas) Ce
Acidos hidroxibenzoéicos Ce—Cy
Acetofenol (acidos fenilacéticos) Ce—Co
Acidos hidroxicinamicos (fenilpropanoides) Ce—C3
Nafitoquinonas Cs—Ca4
Xantonas Ce—C1—Cs
Estilbenos (antoquinonas) Ce—Cy—Cs
Flavonoides (isoflavonoides) Cs— C3—Cs
Biflavonoides (Ce—C3—Co):
Taninos condensados (Ce—C3—Ce)n

Os compostos fendlicos distribuem-se de modo diferente pelas diversas partes
das uvas:
e grainhas — taninos condensados e &cido galico;

e polpa — taninos condensados e acidos hidroxicindmicos;

18



e pelicula — taninos condensados, catequinas, antocianinas, acidos fenolicos, acido
gélico, &cidos hidroxicinamicos e resveratrol (Cabrita et al., 2003; Rockenbach,
2008).

O écido galico pertence a familia dos acidos hidroxibenzobicos, tal como

outros acidos exemplificados na figura 1.13 (Rockenbach, 2008).

o COOH OZOH NN
HOQ)\OH é
HO H3;CO i OCH;, OH
(a) S (b) OH (c) OH (d) ©OH
Figura 1.13 — Estruturas quimicas de alguns 4cidos hidroxibenzoicos: (a) Acido

galico (b) Acido 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzoéico (c) Acido 3,4-diidroxibenzaico (d)

Acido p-hidroxibenzéico.

A atividade antioxidante dos &cidos hidroxibenzdicos depende do nimero e
posicdo dos grupos hidroxilo (OH) em relacdo ao grupo funcional carboxilico
(COOH), aumentando com o aumento do grau de hidroxilagdo. Os &cidos
monohidroxibenzoicos com o grupo OH ligado nas posi¢fes orto ou para em relagao
ao grupo COOH ndo apresentam atividade antioxidante. No caso do &cido galico,
como é trihidroxilado, apresenta elevada atividade antioxidante (Rockenbach, 2008).

A determinacdo dos niveis de compostos fendlicos totais em tecidos vegetais
é a etapa inicial de qualquer investigacdo de funcionalidade fisioldgica para posterior
estimulo ao consumo, visando a prevencdo de doencas cronico-degenerativas. A
capacidade redutora desses compostos pode ser uma das propriedades utilizadas para
guiar a quantificagéo inicial (Furlong et al., 2003).

A quantificacdo espetrofotométrica de compostos fendlicos é realizada por
meio de uma variedade de técnicas, todavia, a que utiliza o reagente de Folin-
Ciocalteu figura entre as mais extensivamente utilizadas. Este reagente consiste
numa mistura dos acidos fosfomolibidico e fosfotunguistico, no qual o molibdénio e
0 tungsténio se encontram num estado de oxidacéo tal que, em presenca de certos
agentes redutores, como 0s compostos fendlicos totais, formam os chamados

molibdénio azul e tungsténio azul, cuja coloracdo permite a determinacdo da
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concentracdo das substancias redutoras (compostos fendlicos totais) (Sousa et al.,
2007).

1.6.2 Flavonoides

Os flavonoides constituem o maior grupo de compostos fendlicos de plantas.
Ocorrem quase que exclusivamente em plantas superiores, onde sdo responsaveis
pela coloragdo das flores, dos frutos, de algas e até de fungos (Angelo e Jorge, 2007;
Rockenbach, 2008). Os flavonoides sdo substancias pertencentes a uma classe de
produtos naturais considerados micronutrientes. Estdo presentes na dieta humana rica
em frutas e vegetais, que sdo as principais fontes dessas substancias. De modo geral,
os polifendis e em particular os flavonoides sdo compostos com baixo peso
molecular e possuem uma estrutura ideal para o sequestro de radicais, sendo
antioxidantes mais efetivos que as vitaminas C e E (Alves et al., 2007; Song et al.,
2012).

Entre os flavonoides mais comuns destacam-se as catequinas (ou flavanois),
antocianidinas, flavonois, flavonas, flavanonas e isoflavonas como mostra a figura
1.14 (Alves et al., 2007).

Figura 1.14 — Estruturas quimicas de alguns flavonoides (fonte: Marco e Poppi,
2008).

Os flavonoides maioritariamente presentes nas uvas sdo0 a catequina,
epicatequina, quercetina (figura 1.15) e antocianinas, fontes ricas de antioxidantes
(Giehl et al., 2007).
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Figura 1.15 — Estruturas quimicas de (a) Catequina (b) Epicatequina (c) Quercetina.

Os flavonoides sdo efetivos dadores de hidrogénio e o seu potencial
antioxidante depende do numero e da posicdo dos grupos de hidrogénio e das suas
conjugagdes, e tambeém devido a presenca de eletrdes nos anéis benzénicos
(Rockenbach, 2008).

A estrutura das catequinas, por exemplo, permite a complexagdo de
determinados iGes de metais de transicdo, pelo que para a sua quantificacdo faz-se
reagir o composto ativo com um metal (Porto, 2002). As catequinas também reagem
na presenga de grupos hidroxilo e ides cloreto originando um produto de
condensacdo vermelho, que é detetado espetrofotometricamente (Rocha et al., 2011).

1.7 Modelos cinéticos de libertacéo

A ideia de libertacdo controlada de substancias biologicamente ativas ja é
utilizada desde a década de cinquenta, com o desenvolvimento de materiais de

natureza lipidica, inorganica e polimérica (Witt, 2013).

Sempre que se produz um material encapsulado, existe a necessidade de
prever como este se comporta em termos de libertagdo. E necessario garantir a
libertacdo de uma forma adequada da substancia ativa encapsulada, bem como prever

como se comporta a libertagdo ao longo do tempo. Para a realizacéo destes estudos é
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habitual recorrer-se a modelos mateméticos que exprimam o comportamento do
sistema em estudo. Estes modelos tornam-se importantes no desenvolvimento de
uma nova formulacao e verificacdo experimental do processo de libertacdo. Os dados
experimentais obtidos podem ser analisados atraves de equacgdes cinéticas que
relacionam a quantidade de substancia ativa libertada em funcdo do tempo (Moreira,
2010).

As formulacdes de libertagdo controlada tém como objetivo realizar produtos
cada vez mais eficazes. Para este efeito, a utilizagdo de modelagem matematica
torna-se muito Util, pois permite a previsao da libertacdo cinética antes de os sistemas
de libertacdo serem realizados. Mais frequentemente, isto permite a medicdo de
alguns parametros fisicos importantes, tais como o coeficiente de difusdo da
substancia ativa recorrendo ao modelo de ajustamento dos dados experimentais de
libertacdo. Assim, a modelagem matematica, cujo desenvolvimento requer a
compreensdo de todos os fendmenos que afetam a cinética de libertacdo das
substancias ativas, tem um valor muito importante para a otimizacdo do processo
(Dash et al., 2010).

O modelo pode ser simplesmente pensado como uma metafora matematica de
alguns aspetos da realidade que, neste caso, se identifica com o conjunto de
fendmenos que regem a cinética de libertacdo. Por essa generalidade, a modelagem
matematica é amplamente empregue em diferentes areas, como a genética, medicina,

psicologia, biologia, economia, engenharia e tecnologia (Dash et al., 2010).

Os métodos dependentes do modelo sdo baseados em diferentes funcgdes
matematicas, as quais descrevem o perfil de dissolugdo. Uma vez que uma funcao
adequada foi selecionada, os perfis de dissolugdo séo avaliados de acordo com 0s
pardmetros do modelo derivados. De modo a determinar a cinética de libertacdo de
uma substancia o modelo deve descrever o seu perfil de dissolugéo (Dash et al.,
2010).

Os modelos de Korsmeyer-Peppas, Weibull, Higuchi e de Fick serdo
considerados por estes serem 0s modelos mais aplicados no estudo da libertagédo

controlada de substancias (Moreira, 2010).
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1.7.1 Modelo de Korsmeyer-Peppas

Em 1983 Korsmeyer descreve a libertacdo de substancias a partir de um
sistema polimérico. Para descobrir o mecanismo de libertagdo foi desenvolvido o

modelo de Korsmeyer-Peppas:

— =k.t" (Equagéo 1)

onde Mt/Mw é a fracdo de agente ativo libertado ao longo do tempo t, k € a constante
de velocidade e n é o expoente de libertacdo. O valor de n € usado para caraterizar
diferentes mecanismos de libertacdo e fornece informacgdes sobre 0 mecanismo de
libertacdo de substancias ativas a partir da matriz polimérica, como se pode ver na
tabela 1.3 (Dash et al., 2010; Parize, 2009; Shoaib et al., 2006).

Tabela 1.3 - Expoente de difusdo e mecanismo de libertacéo de soluto para formas

esféricas (Parize, 2009).

n Mecanismo de libertacao

Difuséo Fickiana Caso I:
<0,43 difusdo da substéancia ativa atraves de

camadas da matriz

Difusdo nao-Fickiana:
0,43<n<0,85 difusdo e intumescimento ocorrem

em simultaneo (difusdo anomala)

Difusao Fickiana Caso Il:

0,85 intumescimento/relaxacdo da matriz

Difuséo Fickiana Super Caso IlI:
> 0,85 Difuséo, intumescimento, relaxagéo e

erosao da matriz

O modelo de Arrhenius foi desenvolvido para avaliar a influéncia da
temperatura no coeficiente de difusdo efetivo de uma determinada substancia ativa.

Assim, um modelo pode ser transformado inserindo uma temperatura de referéncia,
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T Esta transformacdo ndo s6 confere estabilidade a integragdo numérica e na
estimativa dos parametros, mas também permite o uso da constante de velocidade de
referéncia, k. (Portella et al., 2014; Goneli et al., 2014a; Goneli et al., 2014b):

Eaf1 1
k(t) = kyep.e © <T Tref> (Equagéo 2)

onde K(t) é a constante de velocidade da reacdo, Ea é a energia de ativacdo da reacéo,
T é a temperatura e R que é a constante dos gases ideais (R = 8,314 J/mol.K).

Assim, 0 modelo de Korsmeyer-Peppas com dependéncia da temperatura
pode ainda ser escrito de outra forma utilizando como referéncia os dados das

equacOes 1 e 2:

_@G_ 1 >
M — kyep e N\ Trer) tn (Equacéo 3)

1.7.2 Modelo de Weibull

Este modelo tem sido descrito por diferentes processos de dissolucdo de

acordo com a equagao:

Mt =1 — emk(e=t? (Equacio 4)

onde Mt/Mww € a fragdo de agente ativo libertado ao longo do tempo t, k € a constante
de velocidade, t’ é o chamado lag time, o tempo decorrido entre o instante inicial e o
inicio da libertacdo da substancia ativa e b € um parametro de forma, que carateriza
as curvas quer como exponencial (b = 1), em forma de S (b > 1) ou parabdlica (b < 1)
(Dash et al., 2010; Kalam et al., 2007; Oms-Oliu et al., 2009).

Este modelo pode ser transformado se introduzirmos a dependéncia da

temperatura, segundo o modelo de Arrhenius:

_%<%_T1 )
Mt = 1 — g krere "I (= t)P (Equacdo 5)
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1.7.3 Modelo de Higuchi

Outro exemplo de um modelo matematico destinado a descrever a libertagdo
de uma substancia a partir de um sistema de matriz foi proposto por Higuchi em
1961 (Dash et al., 2010). De um modo geral o modelo de Higuchi é aplicado através
da equacéo:

—£ = kAt (Equagcio 6)

onde Mt/Mw é a fracdo de agente ativo libertado ao longo do tempo t, k € a constante
de velocidade do modelo de Higuchi (Moreira, 2010).
Este modelo pode ser transformado se introduzirmos a dependéncia da

temperatura, segundo o modelo de Arrhenius:

M= K. e_?(TTref).\/E (Equacio 7)

1.7.4 Modelo de Fick

A difusdo é o processo pelo qual a matéria é transportada de um local para
outro situado no interior do préprio sistema e resulta de movimentos moleculares
aleatorios, que ocorrem em pequenas distancias. Adolf Fick, em 1855, foi o primeiro
a procurar quantificar o processo de difusdo (Manadas et al., 2002). O modelo de
Fick tem por base fluxos de difusdo, onde ocorre a difusdo do composto bioativo de
uma regido com elevada concentracdo para uma de menor concentracdo (Penim,
2015)

A taxa de transferéncia de difusdo de uma substancia pode ser expressa pela

primeira lei de Fick:

F=-D Z—f (Equacéo 8)
em que F é a taxa de transferéncia por unidade de area, D é o coeficiente de difusdo
efetivo, C € a concentracdo da substancia que se difunde e x é a distancia na direcéo

da difus&o (Pires, 2011).
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A segunda lei de Fick e bastante utilizada quando se tem o interesse de saber
a difusdo de um fluido, em funcéo da sua concentracdo e da difuséo do material, esta
lei € especialmente abordada quando o fluido em questdo é a agua (Santos et al.,
2014):

dc d%c ~
= =D (ﬁ) (Equacéo 9)
Crank (1975), baseado na segunda lei de Fick para uma placa plana em

contato com uma solugdo, chegou a equacao simplificada do modelo de Fick:

M _ (E) (E)O'S (Equagéo 10)

Moo L T

onde Mt/Mw é a fracdo de agente ativo libertado ao longo do tempo t, D é o
coeficiente de difusdo efetivo e L a espessura do filme (EI-Aquar e Murr, 2003).
Para avaliar a influéncia da temperatura no coeficiente de difuséo efetivo, foi

utilizada a equacéo de Arrhenius, descrita da seguinte forma (Lisboa et al., 2015):

_E<l_ 1 )
D =Dypp.e ®\" Tres (Equacdo 11)

Assim, o modelo de Fick pode ser transformado se introduzirmos a

dependéncia da temperatura, segundo o0 modelo de Arrhenius:

_2<1_;> 0-5
R\T Tref) ;

M _ (E) Dreree (Equagdo 12)

Moo L T
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1.8 Objetivos

O objetivo geral deste trabalho consistiu em desenvolver filmes de quitosano
com incorporacdo de microcapsulas com extrato de grainha de uva e carvacrol.
Como objetivo especifico este trabalho pretendeu o estudo das cinéticas de libertacdo
dos agentes naturais microencapsulados, com a modelizagdo dos dados obtidos para
obtencdo do melhor modelo para a descri¢do da libertacdo de compostos fenolicos

totais e flavonoides ao longo do tempo.

Assim, prepararam-se filmes a base de quitosano com extrato de grainha de
uva e carvacrol microencapsulados. Estes filmes foram, entdo, estudados em
solugdes aquosas de pH 5 e 6,5 a diferentes temperaturas e quantificada a libertagéo
das substancias ativas incorporadas ao longo do tempo.
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2. Materiais e métodos

2.1 Solucgdes base

2.1.1 Matriz de quitosano

Para preparar a matriz de quitosano seguiu-se a metodologia de Rubilar et al.
(2013), num estudo sobre as carateristicas de filmes de quitosano. Mediram-se 6,25 g
de quitosano em po6 (Sigma-Aldrich) e adicionou-se 500 mL de &cido acético a 1%.
Homogeneizou-se com Ultra-Turrax T25 (IKA-Labortechnick) a 9500 rpm (cerca de
20 minutos). Deixou-se repousar por 24 horas a 20 °C e filtrou-se com o auxilio de

uma gaze.

2.1.2 Solucéo de filme de quitosano a 1,25%

Mediram-se 498 g de matriz de quitosano aos quais se adicionou 2 g de
glicerol (José Manuel Gomes dos Santos, Lda). A mistura foi colocada a agitar a
temperatura de 40 °C por 30 minutos. Apos este tempo a solucdo foi desgaseificada
num banho de ultrassons (Bandelin Sonorex Super RX102H) por cerca de 30

minutos.

2.1.3 Solugéo de quitosano a 1,25% com incorporacao de extrato de grainha de

uva e carvacrol

Seguindo a metodologia de Rubilar et al. (2013) mediram-se 473,3 g de
matriz de quitosano aos quais se adicionou 1,6 g de glicerol. A mistura foi colocada a
agitar a temperatura de 40 °C por 30 minutos. Apds este tempo adicionou-se 17,4 mL

de tween-80 (VWR) e manteve-se a agitacéo e o aquecimento por 1 hora.

Adicionou-se 8,55 g de extrato de grainha de uva (Groupe Grap SUD) e
0,775 mL de carvacrol 1 M (Aldrich). Esta mistura foi homogeneizada com Ultra-
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Turrax T25 a 9500 rpm (cerca de 30 minutos). A solucdo foi desgaseificada num
banho de ultrassons por cerca de 30 minutos.

2.2 Microcapsulas

Neste trabalho foram desenvolvidas microcapsulas utilizando duas técnicas
diferentes: secagem por atomizacéo e gelificagcdo ibnica. Ambos os procedimentos

séo descritos a sequir.

2.2.1 Secagem por atomizacao

A mistura de quitosano a 1,25%, extrato de grainha de uva e carvacrol
(preparada em 2.1.3) foi colocada num atomizador (Niro Atomizer) para produzir as
microcépsulas por secagem por atomizagdo com as seguintes condi¢des: temperatura
de entrada de 130/140°C e temperatura de saida 85/90 °C, pressdo de 6 bar, de
acordo com a metodologia de Santos et al. (2005) num estudo de preparacdo e
caraterizacdo de microcapsulas por secagem por atomizacdo. As microcapsulas

foram recolhidas e armazenadas em frascos, colocados num exsicador.

2.2.2 Gelificacao idnica

A técnica foi desenvolvida, adaptada de Wu et al. (2013) — num estudo sobre
microcapsulas de quitosano com tripolifostato de sodio e encapsulacédo de enzimas -
fazendo a solucdo de quitosano a 1,25%, extrato de grainha de uva e carvacrol
(preparada em 2.1.3) passar através de seringas de 0,3 mL e didmetro de 0,30 mm
(30G, BD Micro-Fine + Demi), através da técnica de gota a gota, foram colocadas
em 100 mL de tripolifosfato de sodio a 0,8 % (Sigma-Aldrich) por 30 minutos a 700
rpm.

As microcapsulas foram recolhidas, lavadas duas vezes com agua destilada e

armazenadas em agua destilada numa camara frigorifica a 4 °C.
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2.3 Filmes de quitosano

Para os filmes de quitosano utilizou-se a solucdo de filme de quitosano a
1,25%. Para cada filme foi utilizada a quantidade de 20 mL da solucdo que foram
colocados numa base de uma caixa de Petri de plastico (Normax) com 8,5 cm de
didmetro e deixou-se a secar a temperatura de 20 °C.

2.4 Filmes de quitosano com microcapsulas

Para os filmes de quitosano com microcapsulas utilizou-se a solugdo de filme
de quitosano a 1,25% e as microcépsulas produzidas por gelificacdo ionica.

Para cada filme foi utilizada a quantidade de 20 mL da solucao de quitosano a
1,25% que foram colocados numa base de uma placa de petri de plastico (com 8,5
cm de didmetro) e deixou-se a secar numa base lisa e direita por, cerca de, 30 horas a
temperatura de 25 °C. Decorrido este tempo foram colocados 0,3 mL de
microcapsulas (aproximadamente 80 microcapsulas) por cada cm? de filme. Deixou-

se secar por 2 dias a temperatura de 20 °C.

2.5 Caraterizacao dos filmes

2.5.1 Parametros da cor

A cor dos filmes foi determinada com um colorimetro Minolta (CR 400;
Minolta, Jap&o). Foi utilizada uma placa de cor branca como padréo para a calibragdo
e como fundo para as medicOes de cor dos filmes. Os parametros L*, a* e b* foram
avaliados por medicbes de reflectancia (Rao et al., 2010). As medi¢des foram

repetidas cinco vezes para cada filme.

2.5.2 Teor de humidade

Para determinar o teor de humidade, cerca de 50 mg de cada filme foram
secos a 105 °C durante 24 h (até peso constante). A perda de peso da amostra foi
determinada e o teor de humidade foi calculado usando a seguinte equagéo:
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(M; — My)
f

% Humidade = x 100

em que M; e M¢ sdo as massas das amostras iniciais e secas, respetivamente. Foram

realizadas trés medicdes para cada amostra.

2.5.3 Solubilidade

A solubilidade foi determinada de acordo com o método descrito por Cuq et
al. (1996) num estudo sobre a influéncia da espessura de filmes & base de proteinas
nas propriedades funcionais. A solubilidade é definida como o conteddo de matéria
seca solubilizado ap6s 24 h de imersdo em agua. O teor de matéria seca inicial de
cada filme foi determinado por secagem até obtencdo de massa constante num forno
a 105 °C. Foram cortados discos de cada filme (com 2 cm de didmetro), pesados
(M), e imersos em 50 mL de agua. Apds 24 h de imerséo a 20 °C com agitacdo (60
rpm), as amostras foram retiradas e secas até massa constante (Mf) num forno a 105
°C, para determinar a massa de matéria seca, que nao foi solubilizada em agua. A

solubilidade de cada filme foi ent&o determinada como se segue:

Solubilidade (%) =

(M; — My)
——— %100
M

f

em que M; é a massa inicial e M é a massa final da amostra. Foram realizadas trés

medic¢des para cada amostra.

2.5.2 Espessura

A espessura dos filmes foi determinada com um micrémetro digital (No. 293-
5, Mitutoyo, Japdo). Foram realizadas dez medic¢Oes da espessura em cada amostra

de filme.
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2.6 Cinéticas de libertacéo

Para o estudo das cinéticas de libertacdo dos agentes ativos presentes nas
microcapsulas, amostras dos filmes produzidos foram colocadas em solugdes com
diferentes pH e a diferentes temperaturas para medicdo dos compostos fendlicos

totais e flavonoides libertados ao longo do tempo.

2.6.1 Preparacéo das amostras

Os filmes foram retirados cuidadosamente das placas, depois de devidamente
secos, e recortados em quadrados de 1 cm? de 4rea. Cada amostra de cm? de filme foi
colocada num tubo eppendorf de 1,5 mL, sendo que a amostragem foi preparada em
triplicado.

Em cada tubo foi colocado 1 mL de solugdo aquosa de pH 5 ou pH 6,5. A
solugdo de pH 6,5 foi preparada adicionando 2 gotas de uma solugdo aquosa de
hidroxido de sodio a 0,01 M a 400 mL de agua destilada. A solucdo de pH 5 foi
preparada adicionando 1 gota de uma solucdo aquosa de acido cloridrico a 0,01 M a
400 mL de agua destilada. Estas solugdes foram preparadas com &gua destilada, de
acordo com as metodologias de Minekus et al. (2014), num estudo de solucdes de
digestdo adequadas a alimentos, e Moura et al. (2001), num estudo sobre
propriedades termofisicas de solu¢cdes modelo similares a creme de leite (natas).

As amostras foram armazenadas as temperaturas de 5, 15, 25 e 35 °C (em
camaras fitoclima Climaplus 400 para as temperaturas 5 e 15 °C; estufas Memmert

Edelstahl Rostfrei para 25 e 35 °C) com um tempo de armazenamento até 336 horas.

2.6.2 Preparacdo das solucdes padrdo para a quantificacdo dos compostos

fendlicos totais

Para a quantificacdo da libertacdo dos compostos fenolicos totais foi
analisado o teor em equivalentes de &cido galico da solugdo em que esteve em

contacto com a amostra de filme. Para tal utilizou-se uma sequéncia de padrdes de
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acido gélico (Fluka) com concentracBes de 0 a 3,2 mg/mL como mostra a tabela
seguinte:

Para a preparacdo dos padrdes foi preparada uma solucdo mae com a
concentracdo de 3,2 mg/mL, pesando 32 mg de acido galico para um balédo
volumeétrico de 10 mL. Adicionou-se &gua destilada até perfazer o volume do baldo e
agitou-se até a dissolucdo total do acido gélico. Para preparar os restantes padrdes

fez-se uma sequéncia de diluigdes como indica a tabela seguinte.

Tabela 2.1 — Concentracao dos padrdes de acido gélico.

Padréo de &cido Volume de Volume de 4gua [Acido Galico]
galico solucdo mae (mL)  destilada (mL) (mg/mL)

0 0 10 0

1 0,2344 9,7656 0,075
2 0,3125 9,6875 0,100
3 0,4688 9,5312 0,150
4 0,625 9,375 0,200
5 0,9375 9,0625 0,300
6 1,25 8,75 0,400
7 2,5 7,5 0,800
8 5 5 1,600

2.6.3 Quantificacdo dos compostos fenolicos totais

Para proceder a esta quantificacdo seguiu-se a metodologia de Bilgin e Sahin
(2012) — num estudo sobre os efeitos geograficos e origem dos metodos de extracdo
para a determinagdo do teor de compostos fendlicos totais nas folhas de oliveira -
colocou-se 10 pL de cada amostra num tubo de ensaio, adicionou-se 190 uL de 4gua
destilada, 800 uL de carbonato de sodio a 7,5 % e 1 mL do reagente folin-ciocalteu’s
(DC Panreac). A mistura foi homogeneizada num agitador de tubos de ensaio e
deixou-se em repouso por 30 minutos. Finalmente foi medida a absorvancia a 760

nm através de espetrofotometria (U-2000 Spectrophotometer, Hitachi). Os resultados
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da concentracdo de compostos fendlicos totais foram expressos em equivalentes de

acido gélico.

2.6.4 Preparacao das solugdes padréo para a quantificacao dos flavonoides

Para a quantificagdo da libertagdo dos flavonoides foi analisado o teor em
equivalentes de catequina da solucdo em que esteve mergulhada a amostra de filme.
Para tal utilizou-se uma sequéncia de padrbes de catequina (Sigma) com
concentragdes de 0 a 1,25 mg/mL como mostra a tabela seguinte:

Para a preparacdo dos padrdes foi preparada uma solucdo mde com a
concentracdo de 1,25 mg/mL, pesando 25 mg de catequina para um baldo
volumétrico de 20 mL. Adicionou-se agua destilada até perfazer o volume do baldo e
agitou-se até a dissolucdo total da catequina. Para preparar os restantes padrdes fez-

se uma sequéncia de diluicdes como indica a tabela seguinte.

Tabela 2.2 — Concentracdo dos padrdes de catequina.

Padréo de Volume de Volume de 4gua [Catequina]
catequina solucdo mde (mL)  destilada (mL) (mg/mL)
0 0 20 0
1 0,04 19,96 0,0025
2 0,08 19,92 0,0050
3 0,12 19,88 0,0075
4 0,16 19,84 0,0100
5 0,24 19,76 0,0150
6 0,32 19,68 0,0200
7 0,48 19,52 0,0300
8 0,96 19,04 0,0600
9 1,92 18,08 0,1200
10 4 16 0,2500
11 8 12 0,5000
12 16 4 1,0000
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2.6.5 Quantificacgéo dos flavonoides

Para proceder a esta quantificacdo seguiu-se a metodologia de Cao et al.
(2013) — num estudo sobre a otimizacdo do processo de extracdo de folhas de
oliveira e avaliagdo da capacidade antioxidante - colocou-se 100 uL de cada amostra
num tubo de ensaio, adicionou-se 4,90 mL de agua destilada e 300 pL de nitrito de
sodio a 5 %. Agitou-se e deixou-se repousar por 5 minutos. Adicionaram-se 300 uL

de cloreto de aluminio a 10 % e agitou-se e deixou-se repousar por 5 minutos.

Adicionaram-se 2 mL de hidréxido de sodio 1 M e 2,4 mL de agua destilada.
Agitou-se e foi medida a absorvancia a 510 nm através de espetrofotometria. Os
resultados da concentracdo de flavonoides foram expressos em equivalentes de

catequina.

2.7 Tratamento de dados

Os dados obtidos foram analisados com o programa Microsoft Excel 2010.

As cinéticas de libertacdo foram estudadas e os modelos foram ajustados aos
dados experimentais através do programa StatalC 10, considerando um nivel de
significancia de 0,05.
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3. Resultados e Discussao

3.1 Filmes de quitosano

Os filmes de quitosano (FQ) desenvolvidos apresentaram-se maleéveis, finos,
transparentes, com aspeto brilhante e faceis de remover do molde tal como verificado
por Rubilar et al. (2013) num estudo sobre as carateristicas de filmes de quitosano.
Estes filmes foram utilizados como controlo no estudo da libertacdo dos compostos
ativos microencapsulados e incorporados depois em FQ.

A figura 3.1 mostra o aspeto dos FQ desenvolvidos neste trabalho.

Figura 3.1 — Filme de quitosano a 1,25%.

A cor é o primeiro critério utilizado na aceitacdo ou rejeicdo de um produto,
por isso, na industria de alimentos a cor é um atributo importante. A adicdo de
corantes nos alimentos €, muitas vezes, uma exigéncia do consumidor: se a cor for
atraente, dificilmente o alimento ndo sera ingerido ou, pelo menos, provado (Harder
et al., 2007). Nesse sentido, foram avaliados trés parametros de cor dos filmes
obtidos neste estudo: L*, a* e b*. A luminosidade (L*) é definida pela escala cinza,
entre o branco e o preto, assume valor O para o preto absoluto, e 100 para o branco
total (Barros et al., 2014). O valor de a carateriza a colorag¢éo na regido do vermelho
(+a*) ao verde (-a*) e o valor b indica a coloragdo no intervalo do amarelo (+b*) ao
azul (-b*) (Harder et al., 2007).

Outros pardmetros também importantes na caraterizagdo de filmes s&o o teor
de humidade, a solubilidade e a espessura. A solubilidade dos filmes em agua pode
fornecer indicagdes acerca do comportamento de um filme em ambientes aquosos,

sendo uma medida da sua resisténcia a agua, e esta relacionada com a hidrofilicidade
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do material. O teor de humidade esta relacionado com o volume total ocupado por
moléculas de &gua na microestrutura da rede do filme (Rubilar et al., 2013).

Assim, os filmes foram analisados por uma equipa da Universidade do Minho
para determinar os parametros L*, a* e b* relativos a cor, teor de humidade,
solubilidade e espessura (resultados completos no Anexo V). Os resultados obtidos

encontram-se na tabela seguinte:

Tabela 3.1 — Parametros de caraterizacdo dos FQ.

Parametros da cor
L* a* b*

94,87+ 2,70 -0,54 + 0,07 4,82 +£0,22

Humidade Solubilidade Espessura
(%) (%) (mm)
7,48 £ 1,90 33,63+4,19 0,0432 £ 0,0053

Analisando os resultados da tabela 3.1 verifica-se que os FQ apresentam
elevado valor do parametro L, ou seja proximo de 100, o que indica que estes filmes
se aproximam do branco. Quanto aos parametros a € b 0s mesmos apresentam
valores positivo e negativo, respetivamente, o que indica que estes filmes, em termos

de tonalidade, encontram-se na regido do verde e do amarelo.

3.2 Microcapsulas

Neste trabalho foram produzidas microcapsulas de quitosano a 1,25% com
incorporacdo de agentes ativos, extrato de grainha de uva e carvacrol, através de duas
técnicas: secagem por atomizacdo e gelificagdo ionica. Esta Ultima técnica revelou-se
a mais adequada para incorporar as microcapsulas nos filmes pois as microcapsulas
produzidas por secagem por atomizacdo dissolveram-se, ou perderam a forma
esférica, quando foram incorporadas nos filmes de quitosano a 1,25%.

Acerca das microcdpsulas desenvolvidas através de gelificacdo ionica, ha
ainda a referir que esta demonstrou ser uma técnica adequada por ser facil de aplicar
e um processo pouco dispendioso. Estas microcapsulas apresentaram uma coloragéo

castanho avermelhada, tal como verificado em Rubilar et al. (2013), devido aos
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polifendis, em especial, as proantocianidinas presentes no extrato de grainha de uva,
forma esférica e de superficie lisa, como verificado no estudo de Wu et al. (2013)
sobre microcapsulas de quitosano com tripolifostato de sodio e encapsulacdo de
enzimas, e dimensdes pouco regulares, pois este aspeto esta dependente da presséo
realizada no émbolo da seringa no ato de extrusdo e da velocidade de agitacdo da
solucdo, também verificado num estudo de producdo de microcdpsulas por vérias
técnicas levadas a cabo por Loppretti et al. (2007), num estudo sobre
microencapsulacdo de compostos com atividade bioldgica.

A figura 3.2 apresenta as microcapsulas desenvolvidas neste estudo.

-
B
(@) (b) =

Figura 3.2 —Microcéapsulas produzidas através de: (a) secagem por atomizacdo (b)

&

gelificacdo ionica.

3.3 Filmes de quitosano com microcapsulas

Os filmes de quitosano com microcapsulas (FQM) desenvolvidos
apresentaram-se também maleaveis, finos e faceis de remover do molde tal como
verificado por Rubilar et al. (2013) num estudo sobre as carateristicas de filmes de
quitosano com incorporacgdo de extrato de grainha de uva e carvacrol. Aquando do
estudo das cinéticas de libertacdo dos agentes ativos presentes nos filmes estudados,
0s mesmos foram colocadas em solucdes aquosas com pH diferente. Uma primeira
observacgdo do aspeto destes filmes é a sua hidratagdo, tendo-se estes tornado numa
espécie de gel e o0 mesmo acontecendo as microcapsulas incorporadas. Ainda é de
salientar que os filmes analisados nas primeiras horas das medic¢Oes estavam menos
hidratados do que aqueles que foram observados na fase final das medi¢des. Um

outro aspeto a referir € que a temperatura de armazenamento ndo parece ter afetado a
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hidratagdo, e consequente dissolucao, dos filmes e microcépsulas, pois esta verificou-
se de forma igual nas quatro temperaturas estudadas neste trabalho (5, 15, 25 e 35
°C).

A figura 3.3 apresenta o aspeto dos filmes desenvolvidos:

Figura 3.3 — Filme de quitosano a 1,25% com microcapsulas.

A dissolucdo dos filmes nas solugbes estudadas deve-se a elevada
solubilidade do quitosano em solucBes acidas. Abaixo de pH 6 os grupos amino do
quitosano sdo protonados e ficam carregados positivamente, tornando o biopolimero
solivel em agua. A um pH elevado o quitosano perde a sua carga, 0S grupos amino
sdo desprotonados e, por conseguinte, o biopolimero € insolivel em agua, tal como
verificado por Dhanasingh e Nallaperumal (2010) num estudo sobre microparticulas
de quitosano/caseina.

As microcapsulas aplicadas nos filmes de quitosano ndo dissolveram quando
colocadas em solucgdes de pH 5 e 6,5, verificou-se a sua hidratacdo e intumescimento
mas ndo a dissolucdo. Este fato pode dever-se a presenca de tripolifostato de sddio
como agente encapsulante pois o anido tripolifosfato interage rapida e eficazmente
com 0s grupos amino do quitosano, dando mais estabilidade as microcépsulas — a
facil e répida interacdo do quitosano com moléculas de cargas opostas foi
comprovada por diversos autores nos seus estudos: Butstraen e Salalin, 2014;
Dhanasingh e Nallaperumal, 2010; Hamamura et al., 2010; Stulzer, 2008.

Tal como aconteceu com os FQ, os FQM também foram analisados na
Universidade do Minho para determinar os parametros L*, a* e b* relativos a cor,
percentagem de humidade, espessura e a sua solubilidade (resultados completos no

Anexo V). Os resultados obtidos encontram-se na tabela seguinte.
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Tabela 3.2 — Pardmetros de caraterizagéo dos FQM.

Parametros da cor

L* a* b*
65,95 + 4,47 10,46 + 2,49 12,13 + 2,80
Humidade Solubilidade Espessura
(%) (%) (mm)

13,41 £ 0,57 17,28+1,29 0,4136 + 0,0415

Analisando os resultados da tabela 3.2 verifica-se que os FQM apresentam
valor do parametro L* relativamente elevado, o que indica que estes filmes sdo mais
escuros que os FQ. Quanto aos pardmetros a* e b* os mesmos apresentam valores
positivos, o que indica que estes filmes estdo, em termos de tonalidade, na regido do
vermelho e do amarelo.

Os parametros de cor de cada filme, mostrados nas tabelas 3.1 e 3.2, mostram
que os FQ tém maior valor de L* do que os FQM, estando mais préximos da cor
branca os primeiros. Esta alteracdo na luminosidade dos filmes deve-se a
incorporacdo dos agentes ativos carvacrol e EGU tal como verificado no estudo de
Rubilar et al. (2013). Quanto ao parametro a* da cor, os FQM apresentam um valor
maior (e positivo) do que os FQ (que tém valor negativo), demonstrando que 0s
FQM apresentam uma coloracdo avermelhada devido a incorporacdo do EGU
(também com coloracdo avermelhada) tal como registado no estudo sobre as
carateristicas de filmes de quitosano com incorporacdo de carvacrol e EGU de
Rubilar et al. (2013). No que diz respeito ao parametro b* da cor, tanto os FQ como
0s FQM apresentaram valores positivos sendo o valor dos FQM mais elevado, ou
seja, estes filmes apresentam coloracdo mais amarelada do que os FQ, fato que se
pode dever também a incorporacdo do EGU.

De forma geral, para os FQM verificou-se a diminui¢do do parametro L* e o
aumento dos parametros a* e b*, relativamente ao FQ, o que pode ser atribuido aos
polifendis, especialmente, proantocianidinas presentes no EGU. Esta propriedade
pode ajudar a evitar a deterioragdo oxidativa em alimentos embalados causada pela
exposicao a luz visivel e ultravioleta, levando a perda de nutrientes, descoloracéo e

maus odores (Rubilar et al., 2013).
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Quanto ao teor de humidade e a solubilidade, verificou-se um aumento dos
valores dos FQ para os FQM, ou seja os FQ sdo mais solUveis e apresentam menos
humidade na sua composicdo. Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos no
estudo de Rubilar et al. (2013).

O aumento do teor de humidade dos FQM pode dever-se ao EGU, cujos
componentes principais apresentam zonas hidrofilicas na sua estrutura ('Yamakoshi et
al., 1999) tal como referido no estudo de Rubilar et al. (2013).

A maior solubilidade dos FQ pode ser atribuida a capacidade de ligacdo das
moléculas de &gua ao plastificante (glicerol) e aos grupos funcionais do quitosano, tal
como descrito no estudo de Ojagh et al. (2010) sobre o desenvolvimento e avaliagéo
de filmes de quitosano com incorporacdo de 6leo essencial de canela. A menor
solubilidade dos FQM pode dever-se a presenca de carvacrol e a sua natureza
hidrofébica, impedindo as ligacdes com as moléculas de dgua tal como descrito em
Rubilar et al. (2013).

Os FQ apresentaram um valor de espessura semelhante e da mesma ordem de
grandeza de valores encontrados em diversos estudos, tais como os estudos de Imran
et al. (2014), sobre a libertacdo controlada de nisina, caseinato de sédio, &cido poli-
latico e quitosano para aplicagdes em embalagens ativas, e Rubilar et al. (2013).
Quanto a espessura dos FQM, estes revelaram-se mais espessos do que os FQ, o que
se pode dever a incorporacdo das microcapsulas. O aumento da espessura do filme de
quitosano também foi verificado no estudo de Ojagh et al. (2010), a medida que era
incorporado 6leo essencial de canela em quantidades crescentes nos filmes, e no
estudo de Martins et al. (2012) sobre o estudo da influéncia da adigdo de a-tocoferol
nas propriedades fisico-mecanicas de filmes de quitosano.

A solubilidade dos filmes em &gua pode fornecer indicagdes acerca do
comportamento de um filme em ambientes aquosos, sendo uma medida da sua
resisténcia a agua, portanto, relacionada com a hidrofilicidade do material. Este €
também um fator importante que determina a biodegradabilidade dos filmes quando
usados como materiais de embalagem. A resisténcia dos filmes a dgua, determinada
pela sua solubilidade, ¢ critica para a sua potencial aplicagdo. As vezes é desejada
uma elevada solubilidade em agua, quando o filme ira ser consumido em simultaneo

com o alimento. No entanto, noutras aplicacdes tecnoldgicas de filmes, tais como
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embalagens, uma baixa solubilidade em agua é necessaria, como € 0 caso das

embalagens de alimentos altamente humidos (Rubilar et al., 2013).

3.4 Dados da reta de calibracédo dos compostos fendlicos totais em
solucdo de pH 5
Para proceder a quantificagdo dos compostos fendlicos totais (CFT) em
solucdo de pH 5 foi lida a absorvancia, a 760 nm, dos padrdes preparados no ponto
2.5.2 dos materiais e métodos. Foram realizados varios ensaios e na tabela 3.3 estéo
indicados os valores médios da absorvancia lida para cada padrdo, tendo sido
selecionados os valores mais coerentes de acordo com os resultados obtidos.

Tabela 3.3 — Absorvancia para os padrdes de acido galico em solucgéo de pH 5.

Padrao de acido galico  [Acido Galico] (mg/mL)  Absorvancia média

0 0,000 0,000
1 0,075 0,007
2 0,100 0,009
3 0,150 0,016
4 0,200 0,030
5 0,300 0,046
6 0,400 0,055
7 2,000 0,535
8 2,500 0,669
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Figura 3.4 — Reta de calibracdo dos CFT em solugédo pH 5.

De acordo com os dados da figura 3.4 sabe-se que Absorvancia =
0,2634*Concentracdo. Desta forma calcularam-se os valores de concentracdo de
CFT, em equivalentes de acido galico (EQAG), libertados ao longo do tempo em
solugcdo de pH 5 utilizando os valores de absorvancia lidos para as amostras
estudadas (consultar as absorvancias e respetivas concentragdes no Anexo 1) e de

acordo com a expressdo matematica:

Absorvancia
0,2634

Concentracgao = Equacéo (13)

3.5 Quantificacdo dos compostos fenolicos totais em solucéo de pH 5
A concentracdo de CFT libertados ao longo do tempo em solugéo de pH 5 foi
quantificada utilizando os dados da reta de calibragdo do ponto anterior (3.4),
utilizando a equacéo (13) e os valores de absorvéncia lidos das amostras de FQM
armazenadas em solugéo de pH 5 (consultar dados no Anexo I). A figura 3.5 mostra

a libertacdo dos CFT expressa em EQAG em fungédo do tempo.

43



0.16 - pH5

0.14 - A
0.12 -

>
<

0.1 -
o5°C
A
0.08 - 8 é o 015 °C
0.06 - o B 25 °C

o
A
0.04 - % A35°C

[CFT] (mg/mL EqAG)
O k>

|
@

0.02 ©

0 n T T T T T T 1

0 50 100 150 200 250 300 350 400
Tempo (horas)

0]

Figura 3.5 — [CFT] libertados ao longo do tempo em solugédo pH 5.

Para a temperatura de 5 °C a concentracdo média de CFT libertados as 24
horas foi de 0,015 mg/mL EgAG e as 336 horas foi de 0,076 mg/mL EqAG; para a
temperatura de 15 °C a concentracdo média de CFT libertados as 24 horas foi de
0,058 mg/mL EqAG e as 336 horas foi de 0,077 mg/mL EgAG; para a temperatura
de 25 °C a concentracdo media de CFT libertados as 4 horas foi de 0,013 mg/mL
EQAG e as 168 horas foi de 0,078 mg/mL EQAG; para a temperatura de 35 °C a
concentracdo média de CFT libertados as 4 horas foi de 0,001 mg/mL EqAG e as
168 horas foi de 0,077 mg/mL EqAG.

3.6 Dados da reta de calibracdo dos compostos fendlicos totais em
solucdo de pH 6,5
Para proceder a quantificagdo dos CFT em solucdo de pH 6,5 foi lida a
absorvancia, a 760 nm, dos padrdes preparados no ponto 2.5.2 dos materiais e
métodos. Foram realizados varios ensaios e na tabela 3.4 estdo indicados os valores
médios da absorvancia lida para cada padrdo, tendo sido selecionados os valores

mais coerentes de acordo com os resultados obtidos.
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Tabela 3.4 — Absorvancia para os padrdes de acido galico em solucgdo de pH 6,5.

Padrao de acido galico  [Acido Galico] (mg/mL)  Absorvancia média

0 0,000 0,000
1 0,075 0,003
2 0,100 0,008
3 0,150 0,011
4 0,200 0,023
7 2,000 0,601
8 2,500 0,724
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y =0.2923x
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Figura 3.6 — Reta de calibracdo dos CFT em soluc¢éo de pH 6,5.

De acordo com os dados da figura 3.6 sabe-se que Absorvancia =
0,2923*Concentragdo. Desta forma calcularam-se os valores de concentragdo de
CFT, em EQAG, libertados ao longo do tempo em solucdo de pH 6,5 utilizando os
valores de absorvancia lidos para as amostra estudadas (consultar as absorvancias e

respetivas concentragdes no Anexo Il) e de acordo com a expressdo matematica:

. Absorvancia
Concentragao = T 02923 Equacéo (14)
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3.7 Quantificacdo dos compostos fendlicos totais em solucdo de pH
6,5
A concentracdo de CFT libertados ao longo do tempo em solucdo de pH 6,5
foi quantificada utilizando os dados da reta de calibracdo do ponto anterior (3.6),
utilizando a equacdo (14) e os valores de absorvancia lidos das amostras de FQM
armazenadas em solucdo de pH 6,5 (consultar dados no Anexo II). A figura 3.7

mostra a libertagdo dos CFT expressa em EQAG em fungéo do tempo.

pH 6,5
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Figura 3.7 — [CFT] libertados ao longo do tempo em solucéo pH 6,5.

Para a temperatura de 5 °C a concentracdo média de CFT libertados as 24
horas foi de 0,086 mg/mL EgAG e as 168 horas foi de 0,094 mg/mL EqAG; para a
temperatura de 15 °C a concentracdo média de CFT libertados as 24 horas foi de
0,082 mg/mL EgAG e as 168 horas foi de 0,100 mg/mL EqAG; para a temperatura
de 25 °C a concentragdo média de CFT libertados as 4 horas foi de 0,041 mg/mL
EQAG e as 72 horas foi de 0,168 mg/mL EQAG; para a temperatura de 35 °C a
concentracdo média de CFT libertados as 4 horas foi de 0,087 mg/mL EqAG e as 72
horas foi de 0,121 mg/mL EqAG.
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3.8 Dados da reta de calibracéo dos flavonoides em solucdo de pH 5
Para proceder a quantificacdo dos flavonoides em solucdo de pH 5 foi lida a
absorvancia, a 510 nm, dos padrdes preparados no ponto 2.5.4 dos materiais e
métodos. Foram realizados varios ensaios e na tabela 3.5 estdo indicados os valores
médios da absorvancia lida para cada padréo, tendo sido selecionados os valores

mais coerentes de acordo com os resultados obtidos.

Tabela 3.5 — Absorvancia para os padrdes de catequina em solugédo de pH 5.

Padréo de catequina [Catequina] (mg/mL)  Absorvancia média
0 0,0000 0,000
1 0,0025 0,002
2 0,0050 0,004
3 0,0075 0,006
4 0,0100 0,010
5 0,0150 0,014
6 0,0200 0,021
7 0,0300 0,026
8 0,0600 0,045
9 0,1200 0,105
10 0,2500 0,222
11 0,5000 0,452
12 1,0000 0,878
13 1,2500 1,125
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Figura 3.8 — Reta de calibracéo dos flavonoides em solugédo de pH 5.

De acordo com os dados da figura 3.8 sabe-se que Absorvancia =
0,8922*Concentracdo. Desta forma calcularam-se os valores de concentracdo de
flavonoides, em equivalentes de catequina (EQqC), libertados ao longo do tempo em
solucgéo de pH 5 utilizando os valores de absorvancia lidos para as amostra estudadas
(consultar as absorvancias e respetivas concentracées no Anexo I11) e de acordo com

a expressdo matematica:

Absorvancia

Equacdo (15
0,8922 quagao (15)

Concentracao =

3.9 Quantificacdo dos flavonoides em solucéo de pH 5

A concentragédo de flavonoides libertados ao longo do tempo em solugéo de
pH 5 foi quantificada utilizando os dados da reta de calibragcdo do ponto anterior
(3.8), utilizando a equagéo (15) e os valores de absorvancia lidos das amostras de
FQM armazenadas em solucdo de pH 5 (consultar dados no Anexo I11). A figura 3.9

mostra a libertagdo dos flavonoides expressa em EqC em fungdo do tempo.
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Figura 3.9 — [Flavonoides] libertados ao longo do tempo em solucédo de pH 5.

Para a temperatura de 5 °C a concentracdo média de flavonoides as 24 horas
foi de 0,003mg/mL EqC e as 336 horas foi de 0,010 mg/mL EqC; para a temperatura
de 15 °C a concentracdo media de flavonoides libertados as 24 horas foi de 0,011
mg/mL EqC as 336 horas foi de 0,016 mg/mL EQqC; para a temperatura de 25 °C a
concentracdo média de compostos flavonoides as 4 horas foi de 0,000 mg/mL EqC e
as 168 horas foi de 0,010 mg/mL EqC; para a temperatura de 35 °C a concentracao
média de flavonoides libertados as 4 horas foi de 0,002 mg/mL EqC e as 168 horas
foi de 0,010 mg/mL EqC.

3.10 Dados da reta de calibracao dos flavonoides em solucéo de pH
6,5

Para proceder a quantificacdo dos flavonoides em solucdo de pH 6,5 foi lida a
absorvéncia, a 510 nm, dos padrdes preparados no ponto 2.5.4 dos materiais e
métodos. Foram realizados varios ensaios e na tabela 3.6 estdo indicados os valores
médios da absorvancia lida para cada padrdo, tendo sido selecionados os valores

mais coerentes de acordo com os resultados obtidos.
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Tabela 3.6 — Absorvéancia para os padrdes de catequina em solucgdo de pH 6,5.

Padréo de catequina [Catequina] (mg/mL) Absorvancia média
0 0,0000 0,000
1 0,0025 0,003
2 0,0050 0,004
3 0,0075 0,005
4 0,0100 0,008
5 0,0150 0,012
6 0,0200 0,015
7 0,0300 0,030
8 0,0600 0,057
9 0,1200 0,118
10 0,2500 0,242
11 0,5000 0,498
12 1,0000 0,851
13 1,2500 1,105
1.2 -
1 -

.©

©

*% 0.8 y =0.8847x

p R2=0.9971
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Figura 3.10 — Reta de calibracdo dos flavonoides em solucéo de pH 6,5.
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De acordo com os dados da figura 3.10 sabe-se que Absorvancia =
0,8847*Concentragdo. Desta forma calcularam-se os valores de concentracdo de
flavonoides, em EQC, libertados ao longo do tempo em solucéo de pH 6,5 utilizando
os valores de absorvancia lidos para as amostra estudadas (consultar as absorvancias

e respetivas concentragdes no Anexo V) e de acordo com a expressdo matematica:

Absorvancia ~
30 = —4M78M ——— Equacdo (16
Concentragao 0.8847 quacao (16)

3.11 Quantificacéo dos flavonoides em solucéo de pH 6,5

A concentracdo de flavonoides libertados ao longo do tempo em solugédo de
pH 6,5 foi quantificada utilizando os dados da reta de calibracdo do ponto anterior
(3.10), utilizando a equacao (16) e os valores de absorvancia lidos das amostras de
FQM armazenadas em solu¢do de pH 6,5 (consultar dados no Anexo V). A figura

3.11 mostra a libertacdo dos flavonoides expressa em EqC em fungéo do tempo.

pH 6,5
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63 O
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Figura 3.11 — [Flavonoides] libertados ao longo do tempo em solucéo de pH 6,5.
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Para a temperatura de 5 °C a concentracdo média de flavonoides as 24 horas
foi de 0,000 mg/mL EqC e as 168 horas foi de 0,003 mg/mL EqC; para a temperatura
de 15 °C a concentracdo media de flavonoides libertados as 24 horas foi de 0,000
mg/mL EqC as 168 horas foi de 0,012 mg/mL EQqC; para a temperatura de 25 °C a
concentracdo média de compostos flavonoides as 4 horas foi de 0,008 mg/mL EqC e
as 72 horas foi de 0,025 mg/mL EqC; para a temperatura de 35 °C a concentracao
média de flavonoides libertados as 4 horas foi de 0,008 mg/mL EqC e as 72 horas foi
de 0,019 mg/mL EqC.

Destes resultados verifica-se que a libertacdo é mais rapida nas primeiras
horas de analise e que a temperatura influencia a libertacdo de CFT e dos flavonoides
pois a concentracdo de ambos é superior para as temperaturas de 25 ° e 35 °C, sendo
muito semelhantes nesta gama de temperaturas. Logo, a temperatura parece
influenciar mais a libertagdo a baixas temperaturas do de que a temperaturas mais
elevadas. O pH também parece ser um fato de influéncia na libertacdo dos CFT e dos
flavonoides, pois os valores obtidos da concentracdo dos mesmos foram, para 0s

mesmos instantes de medicdo, mais elevados para o pH 6,5 do que para o pH 5.

3.12 Modelizacdo dos compostos fendlicos totais em solucéo de pH 5
A fim de compreender que modelo poderia explicar melhor a libertacdo de

CFT libertados das microcapsulas, em solucdo de pH 5, estudadas neste trabalho

foram analisados alguns modelos de cinéticas de libertacdo (consultar resultados da

folha do programa StatalC 10 no Anexo 1).

Modelo de Korsmeyer-Peppas

Para o estudo da aplicagdo deste modelo foi considerada a equacgédo 3, que

contempla a dependéncia da temperatura segundo Arrhenius:

A’Z—t - fracdo de agente ativo libertado (&cido galico ou catequina)
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krer — constante de velocidade de referéncia

E. — energia de ativagéo

R — constante dos gases ideais (R = 8,314 J/mol.K)

T — temperatura estudada

Trer — temperatura de referéncia (média de temperaturas estudadas, 20 °C = 273,15 K)
t — tempo

n —ordem de reacao

Modelo de Weibull

Para o estudo da aplicacdo deste modelo foi considerada a equacgéo 5, que

contempla a dependéncia da temperatura:

t” — tempo decorrido entre o instante inicial e o inicio da libertagcdo da substancia

ativa (neste caso t’ = 0)

b — parametro associado a forma da curva de libertacdo (neste caso b = 1)

Modelo de Higuchi

Para o estudo da aplicacdo deste modelo foi considerada a equacgéo 7, que

contempla a dependéncia da temperatura:
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Modelo de Fick

Para o estudo da aplicacdo deste modelo foi considerada a equacdo 12, que

contempla a dependéncia da temperatura:

_@G_;) 05
R\T Trer) ,

T

My (2) Dyer.e
Mo  \L

D,ef — constante de difusao de referéncia

L — espessura do filme (em metros)

Para estes modelos foram estimados os pardmetros K, Drer, Ea € N. Estas

estimativas encontram-se na tabela 3.7:

Tabela 3.7 — Parametros estimados na modelizacdo dos CFT em solucdo de pH 5.

Korsmeyer-Peppas Weibull Higuchi
Krer () 0,1038 + 0,0341 0,0176 + 0,0020 0,0676 + 0,0042
Ea (J) 6734,87 + 3745,61 8024,18 + 6992,70  8568,48 + 3756,27
n 0,4127 +0,0672 - -
R? 0,9500 0,9701 0,9439
R? ajustado 0,9474 0,9691 0,9420
Fick
Drer (M2.h™) (6,15 + 0,39)x10™*°
E. (J) 17136,96 + 3832,93
R? 0,9439
R? ajustado 0,9420
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Korsmeyer-Peppas pH 5
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Figura 3.12 — Fracdo de CFT libertados ao longo do tempo em solucédo de pH 5 e

modelizacdo de Korsmeyer-Peppas.
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Figura 3.13 — Fragéo de CFT libertados ao longo do tempo em solugéo de pH 5 e

modelizacdo de Weibull.
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Fracdo de CFT libertados
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Figura 3.14 — Fragéo de CFT libertados ao longo do tempo em solugéo de pH 5 e

modelizacdo de Higuchi.
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Figura 3.15 — Fragéo de CFT libertados ao longo do tempo em solugdo de pH 5 e

modelizacdo de Fick.
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Analisando as figuras 3.12 & 3.15 verifica-se que a concentracdo de CFT
aumentou ao longo do tempo. Esta concentracdo foi mais elevada no caso da
temperatura de 35 °C e menor para a temperatura de 5 °C.

No modelo de Korsmeyer-Peppas verificou-se que a libertacdo de CFT
obedece a difusdo de Fickian, pois o valor de ordem de reacéo (n = 0,4127) estimado
é inferior a 0,43.

O modelo de Weibull foi o modelo que se conseguiu ajustar melhor aos
valores de concentragdo dos CFT libertados ao longo do tempo (R? = 0,9701) em
solucdo de pH 5, nos modelos de Korsmeyer-Peppas (R? = 0,9500), Higuchi e Fick
(R? = 0,9439) o ajuste foi um pouco mais fraco.

O modelo de Korsmeyer-Peppas foi 0 que apresentou maior valor de taxa de
reacdo de referéncia, kyr(Korsmeyer-Peppas) = 0,1038 h™*, e 0 modelo de Weibull o
que apresentou menor valor deste pardmetro, k.s(Weibull) = 0,0176 h™. Ou seja, 0
modelo de Korsmeyer-Peppas previu que a libertacdo CFT foi mais rapida que no
caso do modelo de Weibull e de Higuchi. Ainda ¢é de salientar que nos modelos de
Korsmeyer-Peppas, Higuchi e Fick a libertacdo dos CFT foi aumentando de forma
gradual de acordo com o aumento de temperatura (figuras 3.12, 3.14 e 3.15
respetivamente). No caso do modelo de Weibull (figura 3.13) a libertacdo dos CFT
foi muito semelhante em todas as temperaturas até perto das 48 horas, depois disso
verificou-se um aumento da libertacdo para as temperaturas mais elevadas e apds as
216 horas a libertacdo atingiu um valor maximo igual em todas as temperaturas. No
caso do modelo de Higuchi (figura 3.14) a previsdo da libertacdo foi mais rapida que
no modelo de Weibull mas mais lenta que no modelo de Korsmeyer-Peppas, mas
verificou-se também a maior libertacdo de CFT para as temperaturas mais elevadas.

O modelo de Fick (figura 3.15) demonstrou-se ser muito semelhante ao
modelo de Higuchi em termos de rigor pois ambos apresentaram 0s mesmos valores
de R? e R? ajustado. No entanto no modelo de Fick obteve-se um maior valor de
energia de ativacgdo, cerca do dobro da prevista no modelo de Higuchi, e mesma
ordem de grandeza para o erro associado a essa previséo.

O modelo de Fick foi aquele em que a energia de ativacdo atingiu o valor
mais elevado, E,(Fick) = 17136,96 J, e 0 modelo de Korsmeyer-Peppas aquele que

apresentou valor mais baixo desta grandeza, E,(Korsmeyer-Peppas) = 6734,87 J. Isto
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demonstrou que a reacdo de libertacdo dos CFT em solucdo de pH 5 necessita de
pouca energia a entrar no sistema para que a rea¢do quimica ocorra e que 0 modelo
de Korsmeyer-Peppas foi o que previu a maior facilidade da reacdo de libertacao.
Esta constatacdo vai ao encontro do valor mais elevado de taxa de reacédo, obtida no
modelo de Korsmeyer-Peppas, pois quanto mais rapida for a reacdo no inicio menos
energia sera necessario fornecer para a sua ocorréncia.

Logo, o modelo que melhor explicou a libertacdo dos CFT ao longo do tempo
em solucdo de pH 5 foi 0 modelo de Korsmeyer-Peppas, de acordo com a coeréncia
dos valores estimados, erros associados as estimativas e da representacdo gréafica
obtida.

3.13 Modelizacéo dos compostos fenolicos totais em solugéo de pH
6,5
A fim de compreender que modelo poderia explicar melhor a libertacdo de
CFT das microcapsulas, em solucdo de pH 6,5, estudadas neste trabalho foram
analisados alguns modelos de cinéticas de libertacdo (consultar resultados da folha

do programa StatalC 10 no Anexo II).

Para os modelos analisados (descritos no ponto 3.12) foram estimados 0s
parametros Kret, Drer, Ea € N. Estas estimativas encontram-se na tabela 3.8.
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Tabela 3.8 — Pardmetros estimados na modelizagdo dos CFT em solucéo de pH 6,5.

Korsmeyer-Peppas Weibull Higuchi
Kref (h™) 0,2870 + 0,0717 0,0400 + 0,0069 0,0995 + 0,0082
Ea (J) -196,23 + 4073,51 5643,76 £ 10834,26  7103,27 + 5340,85
n 0,2417 £ 0,0632 - -
R® 0,9576 0,9455 0,9150
R? ajustado 0,9553 0,9435 0,9119
Fick
Drer (M2.h™) (1,33 +0,11)x10™®
Ea (J) 14206,55 + 5449,84
R? 0,9150
R? ajustado 0,9119

Fracdo de CFT libertados

Korsmeyer-Peppas pH 6,5

modelizacdo 5°C
------- modelizagdo 15°C
- === modelizagdo 25°C
= + =modelizagdo 35°C

o b5°C

o 15°C

o 25°C

a 35°C

0 m .

0 50 100 150
Tempo (horas)

200

Figura 3.16 — Fragéo de CFT libertados ao longo do tempo em solugéo de pH 6,5 e

modelizacdo de Korsmeyer-Peppas.
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Figura 3.17 — Fracdo de CFT libertados ao longo do tempo em solucéo de pH 6,5 e

modelizacdo de Weibull.
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Figura 3.18 — Fracgdo de CFT totais libertados ao longo do tempo em solugéo de pH

6,5 e modelizacdo de Higuchi.
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Fick pH 6,5
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Figura 3.19 — Fragéo de CFT libertados ao longo do tempo em solugéo de pH 6,5 e
modelizacdo de Fick.

Analisando as figuras 3.16 a 3.19 verifica-se que a concentracdo de CFT
libertados aumentou ao longo do tempo. Esta concentracdo foi mais elevada no caso
das temperaturas 25 °C e 35 °C e menor para as temperaturas de 5 °C e 15 °C, no
entanto os valores foram muito semelhantes dentro destes dois grupos de
temperaturas.

No modelo de Korsmeyer-Peppas verificou-se que a libertacdo CFT obedece
a difusdo de Fickian, pois o valor de ordem de reacdo (n = 0,2417) estimado é
inferior a 0,43.

O modelo de Korsmeyer-Peppas foi o modelo que se conseguiu ajustar
melhor aos valores de concentracdo dos CFT libertados ao longo do tempo (R* =
0,9576) em solugédo de pH 5, nos modelos de Weibull (R? = 0,9455), Higuchi e Fick
(R? = 0,9150) o ajuste foi um pouco mais fraco.

O modelo de Korsmeyer-Peppas foi 0 que apresentou maior valor de taxa de
reacdo de referéncia, keef(Korsmeyer-Peppas) = 0,2870 h™, e o modelo de Weibull o

que apresentou menor valor deste parametro, k.es(Weibull) = 0,0400 h™. Ou seja, 0
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modelo de Korsmeyer-Peppas previu que a libertacdo de CFT foi mais répida que no
caso do modelo de Weibull e de Higuchi. O modelo de Korsmeyer-Peppas (figura
3.16) ndo previu diferencas de ajuste entre as varias temperaturas, isto €, 0 modelo
previu que a libertacdo de CFT em solucdo de pH 6,5 é igual em qualquer instante.
Para o caso do modelo de Weibull (figura 3.17) a previsao de libertacdo de CFT é
semelhante nas vérias temperaturas até as 21,5 horas, depois a libertagdo aumenta
ligeiramente de acordo com o aumento de temperatura, e partir das 96 horas a
libertacdo de CFT atinge o ponto maximo igual para todas as temperaturas. Os
modelos de Higuchi (figura 3.18) e Fick (figura 3.19) previram uma libertacdo de
CFT diferente para cada temperatura estudada, sendo que a libertacdo foi maior e
mais rapida para a temperatura de 35 °C e menor e mais lenta para a temperatura de 5
°C. Também se verificou que os modelos analisados preveem melhor a libertacéo de
CFT para temperaturas mais altas pois os modelos previstos ajustam-se melhor a
esses valores.

O modelo de Fick (figura 3.19) demonstrou-se ser muito semelhante ao
modelo de Higuchi em termos de rigor pois ambos apresentaram 0os mesmos valores
de R? e R? ajustado. No entanto no modelo de Fick obteve-se um maior valor de
energia de ativacdo, cerca do dobro da prevista no modelo de Higuchi, e mesma
ordem de grandeza para o erro associado a essa previsao.

O modelo de Fick foi aquele em que a energia de ativacdo atingiu o valor
mais elevado, E,(Fick) = 14206,55 J. O outros modelos ndo apresentaram valores
coerentes de energia de ativacdo: no modelo de Korsmeyer-Peppas o valor estimado
foi negativo e no modelo de Weibull o valor estimado foi menos que o erro associado
a este parametro.

Logo o modelo que melhor explicou a libertagdo de CFT ao longo do tempo
em solugdo de pH 6,5 foi 0 modelo de Higuchi, de acordo com a coeréncia dos
valores estimados e da representagéo grafica obtida.
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3.14 Modelizacéo dos flavonoides em solucédo de pH 5

A fim de compreender que modelo poderia explicar melhor a libertacdo de
flavonoides libertados das microcapsulas, em solucdo de pH 5, estudadas neste
trabalho foram analisados alguns modelos de cinéticas de libertagdo (consultar
resultados da folha do programa StatalC 10 no Anexo Il1).

Para os modelos analisados (descritos no ponto 3.12) foram estimados 0s

parametros Krer, Drer, Ea € N. Estas estimativas encontram-se na tabela 3.9.

Tabela 3.9 — Parametros estimados na modelizagdo dos flavonoides em solucdo de

pH 5.
Korsmeyer-Peppas Weibull Higuchi
Kret (W) 0,0916 + 0,0496 0,0095 + 0,0020 0,0541 + 0,0055
Ea (J) 17162,10 £ 8521,29 48954,82 + 13639,72  22121,79 = 7441,034
n 0,3918 £ 0,1122 - -
R? 0,8601 0,8294 0,8521
R? ajustado 0,8534 0,8241 0,8474
Fick
Drer(M*h?)  3,93x10™° + 0,41 x10™
Ea (J) 44243,67 + 7592,89
R? 0,8521
R? ajustado 0,8474
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Korsmeyer-Peppas pH 5
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Figura 3.20 — Fracdo de flavonoides libertados ao longo do tempo em solucdo de pH

5 e modelizacdo de Korsmeyer-Peppas.
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Figura 3.21 — Fracdo de flavonoides libertados ao longo do tempo em solucdo de pH

5 e modelizacdo de Weibull.
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Higuchi pH 5
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Figura 3.22 — Fracdo de flavonoides libertados ao longo do tempo em solucdo de pH

5 e modelizacdo de Higuchi.
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Figura 3.23 — Fracdo de flavonoides libertados ao longo do tempo em solucéo de pH
5 e modelizacédo de Fick.
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Analisando as figuras 3.20 a 3.23 verifica-se que a concentragdo de
flavonoides libertados aumentou ao longo do tempo. Esta concentracdo foi mais
elevada no caso da temperatura de 35 °C e menor para a temperatura de 5 °C.

No modelo de Korsmeyer-Peppas verificou-se que a libertacao de flavonoides
obedece a difusdo de Fickian, pois o valor de ordem de reacdo estimado (n = 0,3918)
é inferior a 0,43.

O modelo de Korsmeyer-Peppas foi 0 modelo que se conseguiu ajustar
melhor aos valores de concentracdo dos flavonoides libertados ao longo do tempo
(R? = 0,8601) em solugdo de pH 5, nos modelos de Higuchi, Fick (R? = 0,8521) e de
Weibull (R? = 0,8294) o ajuste foi um pouco mais fraco.

O modelo de Korsmeyer-Peppas foi 0 que apresentou maior valor de taxa de
reacdo de referéncia, kyr(Korsmeyer-Peppas) = 0,0916 h™*, e 0 modelo de Weibull o
que apresentou menor valor deste pardmetro, k.s(Weibull) = 0,0095 h™. Ou seja, 0
modelo de Korsmeyer-Peppas previu que a libertacdo de flavonoides foi mais rapida
que a previsao dos outros dois modelos. Neste modelo (figura 3.20) os flavonoides
foram libertados logo nas primeiras horas de analise e os valores mais elevados
corresponderam, também, a temperatura mais elevada.

No modelo de Weibull (figura 3.21) a libertacdo inicial foi mais lenta
verificando-se maior na temperatura mais elevada mas ao fim das 168 horas de
analise a libertacdo parece tender a estabilizar. Para o modelo de Higuchi (figura
3.22) a libertacdo também foi mais lenta no inicio mas depois aumentou ao longo do
tempo, sendo maior para a temperatura mais elevada, e no fim da anélise a libertacéo
pareceu estar ainda a aumentar.

O modelo de Fick (figura 3.23) demonstrou ser muito semelhante ao modelo
de Higuchi em termos de rigor pois ambos apresentaram os mesmos valores de R? e
R? ajustado. No entanto no modelo de Fick obteve-se um maior valor de energia de
ativacdo, cerca do dobro da prevista no modelo de Higuchi, e mesma ordem de
grandeza para o erro associado a essa previsao.

O modelo de Fick foi aquele em que a energia de ativagdo atingiu o valor
mais elevado, E,(Fick) = 44243,67 J, e 0 modelo de Korsmeyer-Peppas foi o0 que
apresentou valor mais baixo desta grandeza, E,(Korsmeyer-Peppas) = 17162,10 J .

Estes valores estdo coerentes com a estimativa da taxa de reacdo, sendo que o
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modelo de Korsmeyer-Peppas foi 0 que previu uma reacdo de libertagdo mais répida
e desde a fase inicial.

Logo o modelo que melhor explicou a libertagcdo de flavonoides ao longo do
tempo em solucdo de pH 5 foi 0 modelo de Korsmeyer-Peppas, de acordo com a

coeréncia dos valores estimados e da representacdo gréafica obtida.

3.15 Modelizacéo dos flavonoides em solucéo de pH 6,5

A fim de compreender que modelo poderia explicar melhor a libertacdo de
flavonoides libertados das microcapsulas, em solucdo de pH 6,5, estudadas neste
trabalho foram analisados alguns modelos de cinéticas de libertacdo (consultar
resultados da folha do programa StatalC 10 no Anexo V).

Para os modelos analisados (descritos no ponto 3.12) foram estimados 0s
parametros kiet, Drer, Ea € N. EStas estimativas encontram-se na tabela 3.10.

Tabela 3.10 — Parametros estimados na modelizacéo dos flavonoides em solugéo de

pH 6,5.
Korsmeyer-Peppas Weibull Higuchi
Kret (h™) 0,0817 +0,0421 0,0236 + 0,0034 0,0929 + 0,0068
E. (9) 10117,55 + 5258,60  28320,29 + 9698,70  9761,36 + 4885,07
n 0,5322 +0,1279 - -
R® 0,9211 0,9232 0,9207
R? ajustado 0,9172 0,9208 0,9182
Fick
Dres(M?h™?)  1,16x10° + 0,09 x10°°
E. () 19522,71 + 4984,77
R? 0,9207
R? ajustado 0,9182
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Korsmeyer-Peppas pH 6,5
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Figura 3.24 — Fracdo de flavonoides libertados ao longo do tempo em solucdo de pH

6,5 e modelizacdo de Korsmeyer-Peppas.

Weibull pH 6,5

= modeliza¢éo 5°C
------- modelizacéo 15°C
= ===modelizagio 25°C
= - =modelizagio 35°C

o 5°C

o 15°C

o 25°C

a 35°C

Fracdo de flaovnoides libertados

0 50 100 150 200
Tempo (horas)

Figura 3.25 — Fracdo de flavonoides libertados ao longo do tempo em solugdo de pH

6,5 e modelizacdo de Weibull.
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Higuchi pH 6,5
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Figura 3.26 — Fracdo de flavonoides libertados ao longo do tempo em solucdo de pH

6,5 e modelizagdo de Higuchi.
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Figura 3.27 — Fragéo de flavonoides libertados ao longo do tempo em solucdo de pH

6,5 e modelizacdo de Fick.
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Analisando as figuras 3.24 a 3.27 verifica-se que a concentragdo de
flavonoides libertados aumentou ao longo do tempo. Esta concentracdo foi mais
elevada no caso da temperatura de 35 °C e menor para a temperatura de 5 °C.

No modelo de Korsmeyer-Peppas verificou-se que a libertacao de flavonoides
ndo obedece a difusdo de Fickian, pois o valor de ordem de reagdo (n = 0,5322)
estimado € superior a 0,43. Neste sentido a libertagcdo dos flavonoides em solucao de
pH 6,5 é considerada anémala ou ndo-Fickiana (0,43 < n < 0,85).

O modelo de Weibull foi o modelo que se conseguiu ajustar melhor aos
valores de concentragdo dos flavonoides libertados ao longo do tempo (R* = 0,9232)
em solucdo de pH 6,5, nos modelos de Korsmeyer-Peppas (R? = 0,9211), Higuchi e
Fick (R? = 0,9207) o ajuste foi um pouco mais fraco.

O modelo de Higuchi foi o que apresentou maior valor de taxa de reacdo de
referéncia, krr(Higuchi) = 0,0929 h™%, e 0 modelo de Weibull o que apresentou menor
valor deste parametro, kesf(Weibull) = 0,0236 h™. Ou seja, o0 modelo de Higuchi
previu que a libertacdo de flavonoides foi mais rapida que a previsdo dos outros dois
modelos. Neste modelo (figura 3.26) os flavonoides foram libertados logo nas
primeiras horas de analise e os valores mais elevados corresponderam, também, a
temperatura mais elevada e no fim da anélise a libertacdo pareceu estar ainda a
aumentar.

No modelo de Weibull (figura 3.25) a libertacdo também iniciou logo nas
primeiras horas, verificando-se maior na temperatura mais elevada mas ao fim das 72
horas de andlise a libertacdo parece tender a estabilizar. Para o modelo de
Korsmeyer-Peppas (figura 3.24) a libertacdo também iniciou nas primeiras horas,
aumentando ao longo do tempo, sendo maior para a temperatura mais elevada, e no
fim da analise a libertacdo pareceu estar, também, ainda a aumentar.

O modelo de Fick (figura 3.27) demonstrou-se ser muito semelhante ao
modelo de Higuchi em termos de rigor pois ambos apresentaram 0s mesmos valores
de R? e R? ajustado. No entanto no modelo de Fick obteve-se um maior valor de
energia de ativacgdo, cerca do dobro da prevista no modelo de Higuchi, e mesma
ordem de grandeza para o erro associado a essa previsao.

O modelo de Fick foi aquele em que a energia de ativacdo atingiu o valor

mais elevado, E,(Fick) = 19522,71 J, e o modelo de Higuchi foi o que apresentou
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valor mais baixo desta grandeza, E,(Higuchi) = 9761,36 J. Estes valores estdo
coerentes com a estimativa da taxa de reacdo, sendo que o modelo de Higuchi foi o
que previu uma reacao de libertacdo mais rapida e desde a fase inicial.

Logo o modelo que melhor explicou a libertagcdo de flavonoides ao longo do
tempo em solugdo de pH 6,5 foi 0 modelo de Higuchi, de acordo com a coeréncia
dos valores estimados, erros associados as estimativas e da representacdo gréfica
obtida.

No que diz respeito ao estudo da libertacdo dos compostos ativos
incorporados nos filmes, a temperatura revelou-se um fator de influéncia na
libertacdo dos CFT e dos flavonoides das microcapsulas para as solugdes de pH 5 e
6,5. Num estudo sobre o potencial antioxidante de melancia armazenada a varias
temperaturas, Oms-Oliu et al. (2009), verificou que a temperatura de armazenamento
afetou significativamente o potencial antioxidante da fruta, pois a fruta armazenada a
5 °C apresentou uma manutencdo do potencial antioxidante inicial durante o
armazenamento. Por outro lado, a melancia armazenada a temperaturas superiores a
15 © C verificou uma perda significativa do potencial antioxidante. Rosa et al. (2013)
e Beijoca (2014) referem, nos seus estudos sobre microencapsulacéo de acido galico
em quitosano e encapsulamento de extratos de prépolis por secagem por atomizacao
e estudos de libertagdo controlada, respetivamente, que existe uma forte relagéo entre
a quantidade de CFT e a atividade antioxidante sendo estes alguns dos componentes
gue mais contribuem para a mesma. Também € referido que estes compostos podem
ser bastante influenciados por fatores externos como 0 manuseamento,
armazenamento e a temperatura.

Assim, é esperado que a quantidade de CFT e flavonoides libertados ao longo
do tempo aumente e 0 aumento de temperatura parece ser um catalisador positivo
desta libertacdo, como se verificou neste trabalho.

No que diz respeito ao pH, verificou-se que a libertacdo de CFT e flavonoides
foi maior para a solugdo de pH 6,5, pois a taxa de reacdo (k) de libertacdo destas
substancias ativas foi superior, de forma geral, para todos os modelos de libertacéo
cinética estudados neste trabalho.

Num estudo sobre particulas de quitosano reticuladas com tripolifosfato,

Hamamura et al. (2010) verificou que alguns fatores influenciam a estabilidade das
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particulas de quitosano, tais como o efeito do tempo de contato entre o quitosano e as
solucdes, a forca idnica da reticulacdo entre o quitosano e o tripolifosfato e o efeito
do pH. Neste estudo foi provado que as particulas de quitosano e tripolifosfato
sofrem dissolucdo a pH 1,2 e a pH 7,4 apenas parecem sofrer de intumescimento.

Hamamura et al. (2010) refere que se o pH de uma solugdo diminui, maior € a
concentragdo de ides H* que neutralizam o tripolifosfato e menor é o grau de
reticulacdo quitosano-tripolifosfato. Se o pH for demasiado baixo a dissociagédo
ionica e dissolucdo da rede quitosano-tripolifosfato ocorrerem. Caso contrério, se o
pH aumenta, a protonagdo dos grupos amino do quitosano também aumenta, o que
induz uma diminuicdo na densidade de ligacOes cruzadas com o tripolifosfato,
permitindo o intumescimento devido ao aumento da distancia entre as cadeias de
quitosano, e uma libertacdo rapida do quitosano para a solucdo envolvente.

Neste estudo a solugdo de pH 5 demonstrou menos libertacdo de CFT e
flavonoides quando comparada com a solucdo de pH 6,5. Isto pode ter ocorrido por o
pH 6,5 ser mais elevado e ter proporcionado o enfraquecimento das ligac6es ionicas
entre 0 quitosano e ido tripolifosfato, levando ao réapido intumescimento das
microcapsulas e consequentemente a maior libertagcdo das substancias ativas contidas
no seu interior.

Ainda no que diz respeito a utilizagdo do ido tripolifosfato como reticulante e
encapsulante externo das microcapsulas desenvolvidas neste trabalho, este parece ter
um bom efeito na durabilidade das microcapsulas e na permissao de libertacéo lenta
e controlada dos CFT e flavonoides presentes no EGU e carvacrol. Os processos de
reticulacdo promovem o estabelecimento de ligacGes cruzadas entre as moléculas de
quitosano, aumentando a sua rigidez, diminuindo a solubilidade e o grau de swelling
(intumescimento por absorcdo de agua) quando introduzidas em solugdes aquosas.
Assim, em particulas reticuladas, o processo de difusdo de compostos no seu interior
é dificultado devido ao menor espaco livre entre as moléculas do polimero. As
reacOes de reticulacdo com o tripolifosfato envolvem interagGes ionicas entre os
grupos negativos deste composto com 0s grupos amino do quitosano. Este processo
da origem a um grau de reticulacdo elevado obtendo-se uma matriz polimérica rigida

(Beijoca, 2014). Adicionalmente, as particulas de quitosano com tripolifosfato retém
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uma maior quantidade de compostos encapsulados e ndo permitem a libertagéo
répida dos mesmos, tal como verificado em Beijoca (2014) no seu estudo.

Esta interacdo encapsulante-quitosano pode ser desejavel para controlar a taxa
de libertacdo e melhorar a biodisponibilidade das substancias ativas (Ribeiro et al.,
1999). Estes aspetos da ligacdo quitosano-tripolifosfato podem ser positivos no caso
da aplicagdo em alimentos para aumentar o tempo de prateleira ou propriedades

especiais dos mesmos a longo prazo.
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4.Conclusao

O quitosano € um biopolimero que permite a obtencdo de filmes
biodegradaveis transparentes e de facil manuseio. A este polimero pode ser
adicionado extrato de grainha de uva e carvacrol microencapsulados com
tripolifosfato de sédio, para melhorar as propriedades mecanicas das microcapsulas,
a sua durabilidade, evitar a sua dissolucdo e permitir a libertacdo controlada dos
agentes ativos.

A técnica utilizada para produzir as microcapsulas, gelificacdo ionica, foi
considerada eficaz porque se conseguiram obter microcapsulas com formas esféricas,
mesmo que com alguma varia¢do no didmetro da microcapsula. Esta técnica foi facil
de implementar e de baixo custo, permitindo o desenvolvimento de microcapsulas
para futuras aplicacBes em embalagens ativas com possivel melhoria do tempo de

prateleira de alimentos pereciveis.

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho pode-se concluir que a
incorporacdo de agentes ativos microencapsulados alterou as carateristicas fisico-
quimicas dos filmes. A incorporacdo de microcapsulas com carvacrol e extrato de
grainha de uva tornaram os filmes de quitosano mais escuros, com tonalidade na
gama de cores avermelhada e amarelada, aumentaram o seu teor de humidade,

reduziram a sua solubilidade e aumentaram a sua espessura.

Com este trabalho verificou-se que o tempo de armazenamento, a temperatura
e o pH influenciam a libertacdo dos compostos fenodlicos totais (equivalentes de
acido galico) e flavonoides (equivalente de catequina). O tempo de armazenamento e
as temperaturas elevadas aumentaram também a libertacdo de é&cido galico e
catequina. O aumento do pH da solucdo fez aumentar a taxa de libertacdo destas

espécies.

A libertacdo do &cido galico seguiu a modelizacdo de Korsmeyer-Peppas em
solucdo de pH 5 e de Higuchi em solugdo de pH 6,5. Quanto a libertacdo de
catequina, também se pode concluir que segue a modelizacdo de Korsmeyer-Peppas
para pH 5 e de Higuchi para pH 6,5. Ainda se pode concluir que a libertacéo de acido

galico e catequina neste estudo ndo pode ser explicada pelo modelo de Weibull.
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Com o desenvolvimento deste trabalho ainda se pode concluir que o estudo
dos modelos das cinéticas de libertacdo € uma importante ferramenta na previséo da
libertacdo de determinados compostos, nomeadamente para producao de embalagens
ativas, compreendendo o seu comportamento e os fatores que o influenciam. Este
estudo permite ainda verificar que se pode otimizar a libertacdo de agentes ativos,
controlando-a de forma a obter melhorias na extensdo do tempo de vida Util dos

alimentos e, consequentemente, na satisfacdo do consumidor.
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5. Perspetivas de trabalho futuro

Como perspetiva de trabalho futuro seria interessante:

- Estudar a libertacdo dos compostos fendlicos totais e flavonoides para solugdes de
simulacdo de outros alimentos, alterando mais a gama de valores de pH e até

incluindo solugdes de outra natureza;

- Estudar o efeito da variagdo da concentracdo de tripolifosfato nas propriedades das
microcépsulas e na libertacdo de compostos fendlicos totais e flavonoides;

- Efetuar uma caraterizacdo quimica mais aprofundada das particulas produzidas,
designadamente, a avaliacdo da distribuicdo dos agentes ativos nas particulas, a
analise das interacbes quimicas entre 0s agentes e a matriz, a extensdao da
modificacdo quimica do quitosano pela acdo do grau de reticulagdo com o

tripolifosfato.

- Avaliar as carateristicas fisicas das particulas ao longo dos ensaios de libertacdo, de
modo a perceber os mecanismos envolvidos na libertagcdo, designadamente, a
desintegracdo, degradacdo e swelling por absorcdo de solvente acompanhado por

difusao.
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Anexo |

e Quantificacdo dos compostos fenolicos totais em solucéo de pH 5

Tabela 7.1 — Absorvancia lida para os CFT em solucéo de pH 5 para o FQM.

Absorvancia a 760 nm Absorvancia a 760 nm
Tempo (h) 50C 15°C Tempo (h) 25°C 35°C
0 0 0,000 0 0,000 0,000
0,005 0,018 0,000 0,000
24 0,005 0,015 2 0,000 0,000
0,002 0,013 0,000 0,000
0,000 0,000 0,003 0,001
28 0,020 0,000 4 0,025 0,000
0,000 0,006 0,004 0,000
0,015 0,019 0,017 0,032
48 0,016 0,013 21,5 0,029 0,031
0,011 0,019 0,024 0,084
0,015 0,021 0,008 0,008
72 0,020 0,018 24 0,011 0,009
0,018 0,012 0,007 0,021
0,000 0,000 0,004 0,009
96 0,000 0,023 28 0,000 0,019
0,000 0,000 0,008 0,003
0,006 0,024 0,024 0,037
168 0,011 0,017 48 0,040 0,038
0,019 0,013 0,014 0,049
0,010 0,014 0,031 0,016
216 0,002 0,010 72 0,031 0,025
0,018 0,020 0,014 0,016
0,000 0,010 0,012 0,025
264 0,020 0,006 96 0,016 0,04
0,003 0,005 0,021 0,021
0,023 0,022 0,015 0,021
336 0,009 0,024 168 0,019 0,020
0,017 0,015 0,022 0,020




Tabela 7.2 — [CFT] e respetivo desvio padrdo em solugéo de pH 5 para o FQM.

Tempo [CFT]para5°C Desviopadrdao [CFT]paral5°C Desvio padrao
(h) (mg/mL EqAG) para5°C (mg/mL EqAG) para 15 °C

0 0,000 0,000 0,000 0,000
24 0,015 0,007 0,058 0,010
28 0,025 0,044 0,008 0,013
48 0,053 0,010 0,065 0,013
72 0,067 0,010 0,065 0,017
96 0,000 0,000 0,029 0,050
168 0,057 0,021 0,068 0,021
216 0,053 0,021 0,056 0,019
264 0,029 0,041 0,027 0,010
336 0,076 0,016 0,077 0,018

Tempo [CFT]para25°C Desviopadrdao [CFT]para35°C Desvio padrao
(h) (mg/mL EqAG) para 25 °C (mg/mL EqAG) para 35 °C

0 0,000 0,000 0,000 0,000
2 0,000 0,000 0,000 0,000
4 0,013 0,003 0,001 0,002
21,5 0,078 0,019 0,120 0,003
24 0,033 0,008 0,032 0,003
28 0,023 0,011 0,053 0,027
48 0,072 0,027 0,142 0,003
72 0,118 0,000 0,072 0,020
96 0,070 0,013 0,087 0,011

168 0,078 0,008 0,077 0,002




e Modelizacao dos compostos fendlicos totais em solucédo de pH 5

Tabela 7.3 — Dados para analise dos modelos dos CFT em solucéo de pH 5.

Tempo Temperatura & Tempo Temperatura ﬂ
(h) (K) M (h) (K) M
0 278,15 0 0 298,15 0
0 278,15 0 0 298,15 0
0 278,15 0 0 298,15 0
24 278,15 0,21764 2 298,15 0
24 278,15 0,21764 2 298,15 0
24 278,15 0,087056 2 298,15 0
48 278,15 0,651776 4 298,15 0,143036
48 278,15 0,695304 4 298,15 0,190715
48 278,15 0,478809 24 298,15 0,38143
72 278,15 0,651776 24 298,15 0,524467
72 278,15 0,869416 24 298,15 0,333752
72 278,15 0,78236 28 298,15 0,190715
168 278,15 0,825888 28 298,15 0,38143
216 278,15 0,78236 48 298,15 0,667503
264 278,15 0,869416 96 298,15 0,761606
336 278,15 1 96 298,15 1
336 278,15 0,738832 168 298,15 0,904642
0 288,15 0 0 308,15 0
0 288,15 0 0 308,15 0
0 288,15 0 0 308,15 0
28 288,15 0,250319 2 308,15 0
48 288,15 0,542358 2 308,15 0
72 288,15 0,750958 2 308,15 0
72 288,15 0,500638 4 308,15 0,047679
168 288,15 0,709238 24 308,15 0,38143
216 288,15 0,834397 24 308,15 0,429109
336 288,15 0,917837 28 308,15 0,429109
336 288,15 1,001277 72 308,15 0,761606
72 308,15 0,761606
96 308,15 1
168 308,15 1
168 308,15 0,952321
168 308,15 0,952321




Dados do modelo de Korsmeyer-Peppas

program define nl1fil4

1. if 1Tt == 7 {

2 mac def s_1 "kref Ea n"

3. mac def kref =0.01

4. mac def Ea =200

5. mac def n =0.1

6 exit

7 }

8. replace "1'=$kref*(exp(-%$Ea/8.314*%(1/T-1/293.15))) *tAS$n
9. end

énd of do-file

nl fil14 F
(obs = 61)
Iteration O: residual ss = 19.11807
Iteration 1: residual ss = 11.35231
Iteration 2: residual ss = 11.25995
Iteration 3: residual ss = 11.03283
Iteration 4: residual sS = 10.84787
Iteration 5: residual ss = 10.4758
Iteration 6: residual ss = 8.483573
Iteration 7: residual ss = 1.369965
Iteration 8: residual ss = 1.133648
Iteration 9: residual ss = .9987935
Iteration 10: residual SS = .9976291
Iteration 11: residual SS = .9975515
Iteration 12: residual SS = .9975478
Iteration 13: residual SS = .9975476
Iteration 14: residual SS = .9975476
Iteration 15: residual SS = .9975476
source SS df MS Number of obs = 61
FC 3, 58) = 367.29
Model 18.9511719 3 6.3170573 Prob > F = 0.0000
Residual .99754757 58 .017199096 R-squared = 0.9500
Adj R-squared = 0.9474
Total 19.9487195 61 .327028188 Root MSE = .1311453
Res. dev. =77.80259
(fi14)
F Coef. std. Err. t P> | t] [95% conf. Interval]
kref .1037631 .0173919 5.97 0.000 .0689494 .1385768
Ea 6734.869 1911.025 3.52 0.001 2909.537 10560.2
n .4126665 .0342864 12.04 0.000 .3440348 .4812981

(Ses, P values, CIs, and correlations are asymptotic approximations)

Figura 7.1 — Folha de programa do modelo Korsmeyer-Peppas com dependéncia da

temperatura para os CFT em solucdo de pH 5.



Dados do modelo de Weibull

program define nl1fil5

1 if "1t == " {

2 mac def S_1 "kref Ea"

3. mac def kref =0.01

4, mac def Ea =200

5 exit

6 }

7. replace "1'=1-(exp(-$kref*(exp(-$Ea/8.314*(1/T-1/293.15)))*t))
8. end

énd of do-file

. nl fil5 F
(obs = 61)
Iteration O0: residual SS = 1.487271
Iteration 1: residual SS = .658193
Iteration 2: residual SS = .5977224
Iteration 3: residual SS = .596249
Iteration 4: residual SS = .5962282
Iteration 5: residual SS = .5962279
Iteration 6: residual SS = .5962279
Iteration 7: residual SS = .5962279
source SS df MS Number of obs = 61
F(C 2, 59) = 957.52
Model 19.3524916 2 9.67624579 Prob > F = 0.0000
Residual .596227907 59 .010105558 R-squared = 0.9701
Adj R-squared =  0.9691
Total 19.9487195 61 .327028188 Root MSE = .1005264
Res. dev. =109.1979
(fi15)
F Coef. std. Err. t P>t [95% conf. Interval]
kref .0175573  .0010417 16.86 0.000 .015473 .0196416
Ea 8024.18 3567.702 2.25 0.028 885.226 15163.13

(SEs, P values, CIs, and correlations are asymptotic approximations)

Figura 7.2 — Folha de programa do modelo Weibull com dependéncia da temperatura

para 0s CFT em solucéo de pH 5.



Dados do modelo de Higuchi

program define nl1fil6

1 if "1t == "7 |

2 mac def S_1 "kref Ea"

3. mac def kref =0.01

4, mac def Ea =200

5. exit

6 }

7. replace "1'=$kref*(exp(-$Ea/8.314%(1/T-1/293.15))) *tA(1/2)
8. end

end of do-file

. nl fil6e F
(obs = 61)
Iteration O: residual SS = 14.68544
Iteration 1: residual SS = 4.926829
Iteration 2: residual ss = 2.2314
Iteration 3: residual SS = 1.133678
Iteration 4: residual SS = 1.118259
Iteration 5: residual SS = 1.118246
Iteration 6: residual SS = 1.118246
source SS df MS Number of obs = 61
F(C 2, 59) = 496.76
Model 18.8304737 2 9.41523684 Prob > F = 0.0000
Residual 1.11824581 59 .018953319 R-squared = 0.9439
Adj R-squared =  0.9420
Total 19.9487195 61 .327028188 Root MSE = 1376711
Res. dev. =70.83537
(fi16)
F Coef. std. Err. t P>t [95% conf. Interval]
kref .0676373 .002157 31.36 0.000 .063321 .0719535
Ea 8568.48 1916.466 4,47 0.000 4733.641 12403.32

(SEs, P values, CIs, and correlations are asymptotic approximations)

Figura 7.3 — Folha de programa do modelo Higuchi com dependéncia da temperatura

para 0s CFT em solucéo de pH 5.
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Dados do modelo de Fick

program define nl1fil7

1l _if Il‘llll J— ll?ll {

2 mac def Ss_1 "dref Ea"

3. mac def dref =0.01

4, mac def Ea =200

5. exit

6 }

7. replace 1'=(2/0.0004136)*($dref*(exp(-$Ea/8.314*(1/T-1/293.15)))*t/3.1416)A(1/2)
8. end

énd of do-file

. nl fi17 F
(obs = 61)
Iteration 0: residual SS = 3.28e+08
Iteration 1: residual SS = 79443.13
Iteration 2: residual SS = 1004.578
Iteration 3: residual SS = 72.18785
Iteration 4: residual SS = 11.5552
Iteration 5: residual SS = 2.436734
Iteration 6: residual SS = 1.147881
Iteration 7: residual sS = 1.118251
Iteration 8: residual SS = 1.118246
Iteration 9: residual SS = 1.118246
source SS df MS Number of obs = 61
F(C 2, 59) = 496.76
Model 18.8304737 2 9.41523684 Prob > F = 0.0000
Residual 1.11824581 59 .018953319 R-squared = 0.9439
Adj R-squared =  0.9420
Total 19.9487195 61 .327028188 Root MSE = .1376711
Res. dev. =70.83537
(fi17)
F Coef. std. Err. t P>|t| [95% conf. Interval]
dref 6.15e-10 3.92e-11 15.68 0.000 5.36e-10 6.93e-10
Ea 17136.96  3832.931 4.47 0.000 9467.284 24806.64

(SEs, P values, CIs, and correlations are asymptotic approximations)

Figura 7.4 — Folha de programa do modelo Fick com dependéncia da temperatura
para 0s CFT em solucéo de pH 5.
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Anexo 11

e Quantificacdo dos compostos fenolicos totais em solucdo de pH 6,5

Tabela 7.4 — Absorvéancia lida para os CFT em solucdo de pH 6,5 para o FQM.

Absorvancia a 760 nm Absorvancia a 760 nm
Tempo (h) 50C 15°C Tempo (h) 25°C 35°C
0 0,000 0,000 0 0 0
0,030 0,032 0,024 0,058
24 0,020 0,042 2 0,014 0,008
0,036 0,016 0,014 0,027
0,092 0,031 0,006 0,033
28 0,025 0,048 4 0,006 0,018
0,016 0,024 0,024 0,047
0,023 0,021 0,030 0,027
48 0,021 0,028 21,5 0,008 0,018
0,010 0,021 0,031 0,024
0,029 0,067 0,052 0,092
72 0,028 0,044 24 0,048 0,035
0,025 0,055 0,046 0,058
0,021 0,018 0,012 0,026
96 0,014 0,035 28 0,035 0,042
0,010 0,026 0,024 0,007
0,027 0,033 0,013 0,032
168 0,028 0,028 48 0,030 0,043
0,045 0,027 0,046 0,000
0,057 0,041
72 0,059 -
0,042 0,030
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Tabela 7.5 — [CFT] e respetivo desvio padrdo em solucdo de pH 6,5 para o FQM.

Tempo [CFT]para5°C Desviopadrdao [CFT]paral5°C Desvio padrao
(h) (mg/mL EqAG) para5°C (mg/mL EqAG) para 15 °C

0 0,000 0,000 0,000 0,000
24 0,086 0,024 0,082 0,039
28 0,070 0,022 0,094 0,017
48 0,075 0,005 0,080 0,014
72 0,094 0,007 0,169 0,027
96 0,060 0,017 0,104 0,022
168 0,094 0,002 0,100 0,011

Tempo [CFT]para25°C Desviopadrdao [CFT]para35°C Desvio padrdo
(h) (mg/mL EqAG) para 25 °C (mg/mL EqAG) para 35 °C

0 0,000 0,000 0,000 0,000
2 0,059 0,020 0,060 0,046
4 0,041 0,036 0,087 0,036
21,5 0,104 0,002 0,079 0,016
24 0,166 0,010 0,159 0,056
28 0,101 0,027 0,116 0,039
48 0,130 0,039 0,128 0,027
72 0,169 0,036 0,121 0,027




e Modelizacdo dos compostos fenolicos totais em solucéo de pH 6,5

Tabela 7.6 — Dados para analise dos modelos dos CFT em soluc¢éo de pH 6,5.

Tempo Temperatura & Tempo Temperatura &
(h) (K) M (h) (K) M.,
0 278,15 0 0 298,15 0
0 278,15 0 0 298,15 0
0 278,15 0 0 298,15 0
24 278,15 0,69114 2 298,15 0,521739
28 278,15 0,863925 2 298,15 0,304348
28 278,15 0,555556 2 298,15 0,304348
48 278,15 0,79798 4 298,15 0,130435
48 278,15 0,727273 4 298,15 0,130435
72 278,15 1 4 298,15 0,521739
72 278,15 0,969697 21,5 298,15 0,652174
72 278,15 0,868687 21,5 298,15 0,673913
96 278,15 0,727273 28 298,15 0,76087
168 278,15 0,929293 28 298,15 0,521739
168 278,15 0,969697 48 298,15 0,652174
48 298,15 1
72 298,15 0,913044
0 288,15 0 0 308,15 0
0 288,15 0 0 308,15 0
0 288,15 0 0 308,15 0
24 288,15 0,458333 2 308,15 0
28 288,15 0,883333 2 308,15 0,192857
28 288,15 0,683333 4 308,15 0,442857
48 288,15 0,6 21,5 308,15 0,657143
48 288,15 0,8 21,5 308,15 0,442857
48 288,15 0,6 21,5 308,15 0,585714
96 288,15 1 24 308,15 0,857143
96 288,15 0,741667 28 308,15 0,635714
168 288,15 0,941667 48 308,15 0,778571
168 288,15 0,8 72 308,15 1
168 288,15 0,766667 72 308,15 0,735714




Dados do modelo de Korsmeyer-Peppas

program define nlfil4

1 _i .F L ll mn J— |l?l'

2 mac def S_1 "kref Ea n"
3. mac def kref =0.01

4. mac def Ea =200
5. mac def n =0.1

6 exit

7 }

8.

9. end

énd of do-file

replace "1'=$kref*(exp(-$Ea/8.314%(1/T-1/293.15))) *tA$n

. nl fi14 F
(obs = 58)
Iteration O: residual SS = 22.56254
Iteration 1: residual sS = 12.73536
Iteration 2: residual SS = 12.43463
Iteration 3: residual SS = 11.66657
Iteration 4: residual sSs = 1.208022
Iteration 5: residual ss = 1.154076
Iteration 6: residual ss = .9958719
Iteration 7: residual SS = .9949777
Iteration 8: residual SS = .9949674
Iteration 9: residual SS = .9949672
Iteration 10: residual SS = .9949672
Iteration 11: residual SS = .9949672
source SS df MS Number of obs = 58
FC 3, = 413.79
Model 22.4569621 3 7.48565402 Prob > F = 0.0000
Residual .99496717 55 .018090312 R-squared = 0.9576
Adj R-squared = 0.9553
Total 23.4519292 58 .404343608 Root MSE = ,1345002
Res. dev. =71.20147
(fi14)
F Coef. std. Err. t P>|t]| [95% conf. Interval]
kref .2870392 .0365772 7.85 .2137368 .3603416
Ea -196.227 2078.322 -0.09 -4361.277 3968.823
n .2417492 .0322652 7.49 .1770883 .3064102

(SEs, P values, CIs, and correlations are asymptotic approximations)

Figura 7.5 — Folha de programa do modelo Korsmeyer-Peppas com dependéncia da

temperatura para os CFT em solucdo de pH 6,5.
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Dados do modelo de Weibull

program define n1fil5

1 if "1t == "7

2 mac def s_1 "kref Ea"
3. mac def kref =0.01
4, mac def Ea =200

5 exit

6
7.

8. end

énd of do-file

replace "1'=1-(exp(-$kref*(exp(-$Ea/8.314*(1/T-1/293.15)))*t))

. nl fil5 F
(obs = 58)
Iteration 0: residual SS = 6.441955
Iteration 1: residual sS = 2.309815
Iteration 2: residual sS = 1.389821
Iteration 3: residual sS = 1.28562
Iteration 4: residual SS = 1.279206
Iteration 5: residual SS = 1.278954
Iteration 6: residual SS = 1.278945
Iteration 7: residual SS = 1.278945
Iteration 8: residual SS = 1.278945
source SS df MS Number of obs = 58
F(C 2, 56) = 485.43
Model 22.1729844 2 11.0864922 Prob > F = 0.0000
Residual 1.27894486 56 .022838301 R-squared = 0.9455
Adj R-squared =  0.9435
Total 23.4519292 58 .404343608 Root MSE = .1511235
Res. dev. =56.63877
(fi15)
F Coef. std. Err. t P> |t [95% conf. Interval]
kref .0399981 .0034992 11.43 0.000 .0329882 .0470079
Ea 5643.759 5527.685 1.02 0.312 -5429.526 16717.04

(SEs, P values, CIs, and correlations are asymptotic approximations)

Figura 7.6 — Folha de programa do modelo Weibull com dependéncia da temperatura

para 0os CFT em solucéo de pH 6,5.
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Dados do modelo de Higuchi

program define nl1fil6

1 _i f mn-> 1' mn J— ll?ll {

2 mac def S_1 "kref Ea"

3. mac def kref =0.01

4, mac def Ea =200

5 exit

6 }

7. replace "1'=$kref*(exp(-$Ea/8.314*(1/T-1/293.15)))*tA(1/2)
8. end

énd of do-file

. nl fil6 F
(obs = 58)
Iteration O: residual SS = 19.22664
Iteration 1: residual SS = 7.46606
Iteration 2: residual SS = 4.29761
Iteration 3: residual sS = 2.056133
Iteration 4: residual SS = 1.994658
Iteration 5: residual SS = 1.994364
Iteration 6: residual SS = 1.994363
Iteration 7: residual sS = 1.994363
Source SS df MS Number of obs = 58
F(C 2, 56) = 301.25
Model 21.4575661 2 10.728783 Prob > F = 0.0000
Residual 1.99436314 56 .035613628 R-squared = 0.9150
Adj R-squared =  0.9119
Total 23.4519292 58 .404343608 Root MSE = .1887157
Res. dev. =30.86999
(fi16)
F Coef. std. Err. t P>|t] [95% conf. Intervall]
kref .0994892 .0041959 23.71 0.000 .0910838 .1078946
Ea 7103.27 2724.923 2.61 0.012 1644.594 12561.95

(SEs, P values, CIs, and correlations are asymptotic approximations)

Figura 7.7 — Folha de programa do modelo Higuchi com dependéncia da temperatura

para os CFT em solugéo de pH 6,5.
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Dados do modelo de Fick

program define n1fi17
1 _if Il‘l’ll - II?II
2 mac def Ss_1 "dref Ea"
3, mac def dref =0.01
4, mac def Ea =200
5. exit
6 }
7. replace 1'=(2/0.0004136)*($dref*(exp(-$Ea/8.314*(1/T7-1/293.15)))*t/3.1416)A(1/2)
8. end
end of do-file
. nl fil7 F
(obs = 58)
Iteration 0: residual SS = 1.74e+08
Iteration 1: residual SS = 61410.35
Iteration 2: residual SS = 919.014
Iteration 3: residual SS = 71.43174
Iteration 4: residual SS = 12.42509
Iteration 5: residual SS = 3.087668
Iteration 6: residual SS = 2.013871
Iteration 7: residual SS = 1.994366
Iteration 8: residual SS = 1.994363
Iteration 9: residual SS = 1.994363
source SS df MS Number of obs = 58
F( 2, 56) = 301.25
Model 21.4575661 2 10.728783 Prob > F = 0.0000
Residual 1.99436314 56 .035613628 R-squared = 0.9150
Adj R-squared = 0.9119
Total 23.4519292 58 .404343608 Root MSE = .1887157
Res. dev. =30.86999
(fi17)
F coef. std. Err. t P> |t| [95% conf. Interval]
dref 1.33e-09 1.12e-10 11.86 0.000 1.11e-09 1.55e-09
Ea 14206.55 5449.842 2.61 0,012 3289.207 25123.9

(SEs, P values, CIs, and correlations are asymptotic approximations)

Figura 7.8 — Folha de programa do modelo Fick com dependéncia da temperatura

para 0os CFT em solugéo de pH 6,5.
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Anexo 111

¢ Quantificacdo dos flavonoides em solucéo de pH 5

Tabela 7.7 — Absorvancia lida para os flavonoides em solugéo de pH 5 para o FQM.

Absorvancia a 510 nm Absorvancia a 510 nm
Tempo (h) 50C 15°C Tempo (h) 25°C 35°C
0 0,000 0,000 0 0 0

0,003 0,010 0,000 0,000

24 0,003 0,011 2 0,000 0,000
0,005 0,008 0,000 0,000

0,000 0,002 0,000 0,001

28 0,000 0,002 4 0,000 0,004
0,000 0,002 0,000 0,000

0,003 0,011 0,007 0,004

48 0,008 0,005 21,5 0,009 0,009
0,003 0,012 0,002 0,005

0,000 0,000 0,005 0,008

72 0,000 0,000 24 0,008 0,006
0,000 0,000 0,007 0,011

0,000 0,000 0,002 0,002

96 0,000 0,000 28 0,005 0,007
0,000 0,000 0,003 0,006

0,000 0,007 0,012 0,013

168 0,002 0,005 48 0,006 0,012
0,006 0,006 0,008 0,011

0,003 0,007 0,000 0,000

216 0,002 0,003 72 0,000 0,000
0,003 0,005 0,000 0,000

0,004 0,006 0,000 0,000

264 0,006 0,006 96 0,000 0,000
0,005 0,005 0,000 0,000

0,010 0,017 0,008 0,008

336 0,007 0,015 168 0,010 0,006
0,010 0,012 0,008 0,012
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Tabela 7.8 — [Flavonoides] e respetivo desvio padréo em solugéo de pH 5 para o
FQM.

Tempo [Flavonoides] para Desvio padrdo [Flavonoides] para Desvio padrao
(h) 5°C (mg/mL EqC) para5°C 15 °C (mg/mL EqC) para 15 °C

0 0,000 0,000 0,000 0,000
24 0,003 0,000 0,011 0,002
28 0,000 0,000 0,002 0,000
48 0,003 0,000 0,010 0,004
72 0,000 0,000 0,000 0,000
96 0,000 0,000 0,000 0,000
168 0,004 0,003 0,007 0,001
216 0,003 0,001 0,006 0,002
264 0,006 0,001 0,006 0,001
336 0,010 0,002 0,016 0,003

Tempo [Flavonoides] para Desvio padrdo [Flavonoides] para Desvio padrao
(h) 25°C (mg/mL EqC)  para25°C 35°C (mg/mL EQqC) para 35 °C

0 0,000 0,000 0,000 0,000
2 0,000 0,000 0,000 0,000
4 0,000 0,000 0,002 0,002
21,5 0,005 0,004 0,007 0,003
24 0,007 0,002 0,009 0,003
28 0,004 0,002 0,007 0,001
48 0,010 0,003 0,013 0,001
72 0,000 0,000 0,000 0,000
96 0,000 0,000 0,000 0,000
168 0,010 0,001 0,010 0,003
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e Modelizacao dos flavonoides em solucdo de pH 5

Tabela 7.9 — Dados para analise dos modelos dos flavonoides em solucéo de pH 5.

Tempo Temperatura — M, Tempo Temperatura M,
() (K) M, (h) (K) M,
0 278,15 0 0 298,15 0
0 278,15 0 0 298,15 0
0 278,15 0 0 298,15 0
24 278,15 0,4286 2 298,15 0
24 278,15 0,4286 2 298,15 0
48 278,15 0,4286 2 298,15 0
48 278,15 0,4286 4 298,15 0
168 278,15 0,8571 4 298,15 0
216 278,15 0,4286 21,5 298,15 0,196429
216 278,15 0,4286 24 298,15 0,5
264 278,15 0,5714 28 298,15 0,196429
264 278,15 0,8571 28 298,15 0,5
264 278,15 0,7143 28 298,15 0,303571
336 278,15 1 48 298,15 0,598214
48 298,15 0,803571
168 298,15 0,803571
168 298,15 1
168 298,15 0,803571
0 288,15 0 0 308,15 0
0 288,15 0 0 308,15 0
0 288,15 0 0 308,15 0
28 288,15 0,130952 2 308,15 0
28 288,15 0,130952 2 308,15 0
28 288,15 0,130952 2 308,15 0
48 288,15 0,732143 4 308,15 0,08209
48 288,15 0,333333 4 308,15 0,335821
168 288,15 0,464286 215 308,15 0,335821
168 288,15 0,333333 215 308,15 0,417911
168 288,15 0,39881 24 308,15 0,671642
216 288,15 0,464286 24 308,15 0,5
216 288,15 0,333333 28 308,15 0,58209
264 288,15 0,39881 28 308,15 0,5
264 288,15 0,39881 48 308,15 0,917911
264 288,15 0,333333 168 308,15 1
336 288,15 1
336 288,15 0,797619
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Dados do modelo de Korsmeyer-Peppas

program define nlfil4

1. ittt == "¢

2 mac def s_1 "kref Ea n"

3. mac def kref =0.01

4. mac def Ea =200

5. mac def n =0.1

6 exit

7 }

8. g replace "1'=$kref*(exp(-%$Ea/8.314*(1/T-1/293.15))) *tA%n
9. en

énd of do-file

nl fil4 F
(obs = 66)
Iteration O: residual SSs = 14.74167
Iteration 1: residual ss = 9.712201
Iteration 2: residual SS = 9.405544
Iteration 3: residual ss = 8.800718
Iteration 4: residual ss = 7.790717
Iteration 5: residual ss = 3.871799
Iteration 6: residual sS = 3.834858
Iteration 7: residual ss = 3.709706
Iteration 8: residual ss = 3.638953
Iteration 9: residual ss = 3.240679
Iteration 10: residual SS = 2.1729
Iteration 11: residual SS = 2.166675
Iteration 12: residual SS = 2.166663
Iteration 13: residual SS = 2.166663
Iteration 14: residual SS = 2.166663
Iteration 15: residual SS = 2.166663
source SS df MS Number of obs = 66
FC 3, 63) = 129.12
Model 13.3216722 3 4.44055741 Prob > F = 0.0000
Residual 2.16666274 63 .034391472 R-squared = 0.8601
Adj R-squared = 0.8534
Total 15.488335 66 .234671742 Root MSE = .1854494
Res. dev. =38.18691
(fi14)
F Coef. std. Err. t P>t [95% conf. Interval]
kref .0915875 .0253007 3.62 0.001 .0410281 .1421469
Ea 17162.1 4347 .596 3.95 0.000 8474.121 25850.08
n .391789 .0572259 6.85 0.000 .2774322 .5061459

(SEs, P values, CIs, and correlations are asymptotic approximations)
Figura 7.9 — Folha de programa do modelo Korsmeyer-Peppas com dependéncia da

temperatura para os flavonoides em solucdo de pH 5.
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Dados do modelo de Weibull

program define n1fil5

1 if "1t o= "7 {

2 mac def S_1 "kref Ea"

3. mac def kref =0.01

4, mac def Ea =200

5. exit

6 }

7. replace "1'=1-(exp(-$kref*(exp(-$Ea/8.314*(1/T-1/293.15)))*t))
8. end

end of do-file

. nl fil5 F
(obs = 66)
Iteration 0: residual SS = 4.173639
Iteration 1: residual SS = 2.657237
Iteration 2: residual SS = 2.643274
Iteration 3: residual sS = 2.64239
Iteration 4: residual SS = 2.642325
Iteration 5: residual SS = 2.64232
Iteration 6: residual SS = 2.64232
Iteration 7: residual SS = 2.64232
Iteration 8: residual SS = 2.64232
source SS df MS Number of obs = 66
F(C 2, 64) =  155.57
Model 12.8460151 2 6.42300754 Prob > F = 0.0000
Residual 2.64231988 64 .041286248 R-squared = 0.8294
Adj R-squared = 0.8241
Total 15.488335 66 .234671742 Root MSE = ,2031902
Res. dev. =25.08795
(fi15)
F Coef. std. Err. t P>t [95% conf. Interval]
kref .0094985 .0010217 9.30 0.000 .0074575 .0115395
Ea 48954.82 6959.039 7.03 0.000 35052.54 62857.09

(SEs, P values, CIs, and correlations are asymptotic approximations)

Figura 7.10 — Folha de programa do modelo Weibull com dependéncia da

temperatura para os flavonoides em solugéo de pH 5.
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Dados do modelo de Higuchi

program define n1fil6

1 if "1 == 7" {

2 mac def s_1 "kref Ea"

3. mac def kref =0.01

4. mac def Ea =200

5. exit

6 }

7. replace "1'=$kref*(exp(-$Ea/8.314%(1/T-1/293.15))) *tA(1/2)
8. end

énd of do-file

. nl fil6 F
(obs = 66)
Iteration O: residual sS = 10.80398
Iteration 1: residual SS = 4.61079
Iteration 2: residual SS = 2.42291
Iteration 3: residual SS = 2.296553
Iteration 4: residual SS = 2.291339
Iteration 5: residual SS = 2.291155
Iteration 6: residual SS = 2.291149
Iteration 7: residual SS = 2.291149
Iteration 8: residual SS = 2.291149
Iteration 9: residual SS = 2.291149
Source SS df MS Number of obs = 66
F(C 2, 64) = 184.32
Model 13.197186 2 6.59859301 Prob > F = 0.0000
Residual 2.29114895 64 .035799202 R-squared = 0.8521
Adj R-squared = 0.8474
Total 15.488335 66 .234671742 Root MSE = .1892068
Res. dev. =-34.,4998
(fil16)
F Coef. Std. Err. t P>t [95% conf. Intervall
kref .0541155 .0028238 19.16 0.000 .0484742 .0597568
Ea 22121.79 3796.446 5.83 0.000 14537.51 29706.06

(SEs, P values, CIs, and correlations are asymptotic approximations)

Figura 7.11 — Folha de programa do modelo Higuchi com dependéncia da

temperatura para os flavonoides em solucédo de pH 5.
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Dados do modelo de Fick

program define n1fil7

1 _if ll‘llll j— I’?" {

2 mac def S_1 "dref Ea"

3. mac def dref =0.01

4, mac def Ea =200

5. exit

6 }

7. replace "1'=(2/0.0004136)*($dref*(exp(-$Ea/8.314*(1/T-1/293.15)))*t/3.1416)A(1/2)
8. end

énd of do-file

. nl fil7 F
(obs = 66)
Iteration 0: residual SS = 4.14e+08
Iteration 1: residual SS = 80589.58
Iteration 2: residual SS = 940.0311
Iteration 3: residual SS = 69.49243
Iteration 4: residual SS = 12.93706
Iteration 5: residual SS = 3.37357
Iteration 6: residual SS = 2.315595
Iteration 7: residual SS = 2.291208
Iteration 8: residual SS = 2.291151
Iteration 9: residual SS = 2.291149
Iteration 10: residual SS = 2.291149
Iteration 11: residual SS = 2.291149
source SS df MS Number of obs = 66
F( 2, 64) = 184.32
ModeT 13.197186 2 6.59859301 Prob > F = 0.0000
Residual 2.29114895 64 .035799202 R-squared = 0.8521
Adj R-squared = 0.8474
Total 15.488335 66 .234671742 Root MSE = .1892068
Res. dev. =-34.4998
(fi17)
F Coef. std. Err. t P>|t] [95% conf. Interval]
dref 3.93e-10  4.11e-11 9.58 0.000 3.11e-10 4,75e-10
Ea 44243.67 7592.888 5.83 0.000 29075.13 59412.2

(SEs, P values, CIs, and correlations are asymptotic approximations)

Figura 7.12 — Folha de programa do modelo Fick com dependéncia da temperatura
para os flavonoides em solugédo de pH 5.
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Anexo 1V

e Quantificacdo dos flavonoides em solucédo de pH 6,5

Tabela 7.10 — Absorvancia lida para os flavonoides em solugéo de pH 6,5 para o

FQM.

Absorvancia a 510 nm Absorvéancia a 510 nm
Tempo (h) 50C 15°C Tempo (h) 25°C 35°C
0 0,000 0,000 0 0,000 0,000
0,000 0,010 0,003 0,000
24 0,006 0,000 2 0,000 0,000
0,000 0,000 0,000 0,000
0,022 0,003 0,009 0,007
28 0,007 0,005 4 0,004 0,006
0,017 0,002 0,007 0,007
0,006 0,008 0,015 0,014
48 0,000 0,015 21,5 0,013 0,013
0,006 0,009 0,014 0,014
0,009 0,019 0,010 0,000
72 0,010 0,022 24 0,000 0,020
0,011 0,020 0,011 0,000
0,017 0,019 0,006 0,011
96 0,022 0,020 28 0,007 0,006
0,014 0,021 0,007 0,010
0,002 0,010 0,005 0,021
168 0,004 0,006 48 0,017 0,016
0,003 0,012 0,010 0,034
0,024 0,018
72 0,020 0,018
0,022 0,014

XX



Tabela 7.11 — [Flavonoides] e respetivo desvio padrdo em solucdo de pH 6,5 para o
FQM.

Tempo [Flavonoides] para Desvio padrdo [Flavonoides] para Desvio padrao
(h) 5°C (mg/mL EqC) para5°C 15 °C (mg/mL EqC) para 15 °C

0 0,000 0,000 0,000 0,000
24 0,002 0,004 0,000 0,000
28 0,014 0,008 0,004 0,002
48 0,007 0,000 0,012 0,004
72 0,011 0,001 0,023 0,002
96 0,020 0,005 0,023 0,001
168 0,003 0,001 0,012 0,002

Tempo [Flavonoides] para Desvio padrdo [Flavonoides] para Desvio padrao
(h) 25°C (mg/mL EqC) para25°C 35°C (mg/mL EqC) para 35 °C

0 0,000 0,000 0,000 0,000
2 0,000 0,000 0,000 0,000
4 0,008 0,003 0,008 0,001
21,5 0,016 0,001 0,015 0,001
24 0,012 0,001 0,023 0,013
28 0,008 0,000 0,012 0,001
48 0,015 0,006 0,027 0,011
72 0,025 0,002 0,019 0,003

XX



e Modelizacao dos flavonoides em solugdo de pH 6,5

Tabela 7.12 — Dados para analise dos modelos dos flavonoides em solugéo de pH

6,5.
Tempo Temperatura ﬂ Tempo  Temperatura &
(h) (K) M, (h) (K) M,
0 278,15 0 0 298,15 0
0 278,15 0 0 298,15 0
0 278,15 0 0 298,15 0
28 278,15 0,421053 2 298,15 0
48 278,15 0,368421 2 298,15 0
48 278,15 0,368421 4 298,15 0,4
72 278,15 0,526316 4 298,15 0,2
72 278,15 0,578947 4 298,15 0,32
72 278,15 0,631579 21,5 298,15 0,68
96 278,15 1 21,5 298,15 0,6
96 278,15 0,842105 | 215 298,15 0,64
24 298,15 0,44
24 298,15 0,48
28 298,15 0,32
28 298,15 0,32
48 298,15 0,76
48 298,15 0,44
72 298,15 0,92
72 298,15 1
0 288,15 0 0 308,15 0
0 288,15 0 0 308,15 0
0 288,15 0 0 308,15 0
28 288,15 0,12 2 308,15 0
28 288,15 0,24 2 308,15 0
28 288,15 0,08 2 308,15 0
48 288,15 0,36 4 308,15 0,347826
48 288,15 0,68 4 308,15 0,304348
48 288,15 0,4 4 308,15 0,347826
72 288,15 0,84 21,5 308,15 0,695652
72 288,15 1 21,5 308,15 0,652174
72 288,15 0,92 21,5 308,15 0,695652
96 288,15 0,84 24 308,15 1
96 288,15 0,92 28 308,15 0,521739
96 288,15 0,96 28 308,15 0,478261
48 308,15 0,782609
72 308,15 0,869565
12 308,15 0,869565
72 308,15 0,695652
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Dados do modelo de Korsmeyer-Peppas

replace "1'=$kref*(exp(-$Ea/8.314*(1/T-1/293.15))) *tA%n

program define nlfil4

1. _if ll‘1lll J— ll?ll

2 mac def S_1 "kref Ea n"
3. mac def kref =0.01

4. mac def Ea =200
5. mac def n =0.1

6 exit

7 3

8.

9. end

end of do-file

. nl fil4 F
(obs = 64)
Iteration O: residual ss = 18.84066
Iteration 1: residual sSs = 13.03285
Iteration 2: residual ss = 12.76716
Iteration 3: residual ss = 12.53264
Iteration 4: residual ss = 12.09631
Iteration 5: residual ss = 12.06221
Iteration 6: residual SS = 6.876362
Iteration 7: residual ss = 1.673133
Iteration 8: residual ss = 1.551149
Iteration 9: residual SS = 1.550635
Iteration 10: residual ssS = 1.550628
Iteration 11: residual sSS = 1.550628
Iteration 12: residual sS = 1.550628
source SS df MS Number of obs = 64
FC 3, 61) = 237.25
Model 18.0925757 3 6.03085858 Prob > F = 0.0000
Residual 1.55062837 61 .025420137 R-squared = 0.9211
Adj R-squared = 0.9172
Total 19.6432041 64 .306925064 Root MSE = ,1594369
Res. dev. =56.47013
(fi14)
F Coef. std. Err. P>t [95% conf. Interval]
kref .0817245 021483 3.80 0.000 .0387665 .1246824
Ea 10117.55 2682.961 3.77 0.000 4752.642 15482.47
n .5322001 .0652472 8.16 0.000 .4017303 .6626699

Figura 7.13 — Folha de programa do modelo Korsmeyer-Peppas com dependéncia da

temperatura para os flavonoides em solucédo de pH 6,5.
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Dados do modelo de Weibull

program define n1fil5
1 _if ll‘llll R ll?ll {
2 mac def S_1 "kref Ea"
3. mac def kref =0.01
4, mac def Ea =200
5. exit
6 }
7. . replace "1'=1-(exp(-$kref*(exp(-$Ea/8.314*(1/T-1/293.15)))*t))
8. en
end of do-file
. nl fi15 F
(obs = 64)
Iteration 0: residual SS = 4.838901
Iteration 1: residual SS = 1.69192
Iteration 2: residual SS = 1.511645
Iteration 3: residual sS = 1.507793
Iteration 4: residual ss = 1.5077
Iteration 5: residual sS = 1.507698
Iteration 6: residual sS = 1.507698
Iteration 7: residual sS = 1.507698
Source SS df MS Number of obs = 64
F(C 2, 62) = 372.89
Model 18.1355065 2 9.06775325 Prob > F = 0.0000
Residual 1.50769762 62 .024317704 R-squared = 0.9232
Adj R-squared =  0.9208
Total 19.6432041 64 .306925064 Root MSE = .1559413
Res. dev. =58.26703
(fi15)
F Coef. std. Err. t P>|t] [95% conf. Intervall]
kref .0236448 .0017344 13.63 0.000 .0201778 .0271119
Ea 28320.29 4948.318 5.72 0.000 18428.75 38211.84

(SEs, P values, CIs, and correlations are asymptotic approximations)

Figura 7.14 — Folha de programa do modelo Weibull com dependéncia da

temperatura para os flavonoides em solucéo de pH 6,5 (obtido com StatalC 10).
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Dados do modelo de Higuchi

program define nlfil6

1. if "1t == "

2 mac def S_1 "kref Ea"

3. mac def kref =0.01

4, mac def Ea =200

5. exit

6 }

7. replace "1'=$kref*(exp(-$Ea/8.314*(1/T-1/293.15)))*tA(1/2)
8. end

énd of do-file

. nl fil6e F
(obs = 64)
Iteration 0: residual SS = 15.98512
Iteration 1: residual SS = 5.362705
Iteration 2: residual SS = 3.810632
Iteration 3: residual SS = 1.608022
Iteration 4: residual SS = 1.557165
Iteration 5: residual SS = 1.557128
source SS df MS Number of obs = 64
F( 2, 62) = 360.07
Model 18.0860765 2 9.04303826 Prob > F = 0.0000
Residual 1.5571276 62 .025114961 R-squared = 0.9207
Adj R-squared =  0.9182
Total 19.6432041 64 .306925064 Root MSE = .158477
Res. dev. =56.20244
(fil16)
F Coef. std. Err. t P>|t| [95% conf. Interval]
kref .0928515 .0034846 26.65 0.000 .0858859 .0998172
Ea 9761.355 2492.383 3.92 0.000 4779.152 14743.56

(SEs, P values, CIs, and correlations are asymptotic approximations)

Figura 7.15 — Folha de programa do modelo Higuchi com dependéncia da
temperatura para os flavonoides em solucédo de pH 6,5.

XXVII



Dados do modelo de Fick

program define n1fil7

1. if "Lt == "

2 mac def S_1 "dref Ea"

3. mac def dref =0.01

4, mac def Ea =200

5 exit

6 }

7. replace "1'=(2/0.0004136)*($dref*(exp(-$Ea/8.314%(1/T-1/293.15)))*t/3.1416)A(1/2)
8. end

end of do-file

. nl fi17 F
(obs = 64)
Iteration 0: residual SS = 1.57e+08
Iteration 1: residual SS = 52155.48
Iteration 2: residual SS = 756.0084
Iteration 3: residual SS = 57.43203
Iteration 4: residual SS = 9.806968
Iteration 5: residual SS = 2.623836
Iteration 6: residual SS = 1.572667
Iteration 7: residual SS = 1.557133
Iteration 8: residual SS = 1.557128
Source SS df MS Number of obs = 64
F( 2, 62) = 360.07
Model | 18.0860765 2 9.04303826 Prob > F = 0.0000
Residual 1.5571276 62 .025114961 R-squared = 0.9207
Adj R-squared = 0.9182
Total | 19.6432041 64 .306925064 Root MSE = 158477
Res. dev. =56.20244
(fi17)
F Coef. std. Err. t P>|t] [95% conf. Interval]
dref 1.16e-09 8.6%e-11  13.32 0.000 9.85e-10  1.33e-09
Ea 19522.71  4984.77 3.92 0.000 9558.296  29487.12

(SEs, P values, CIs, and correlations are asymptotic approximations)
Figura 7.16 — Folha de programa do modelo Fick com dependéncia da temperatura
para os flavonoides em solucéo de pH 6,5.
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Anexo V

e Parametros de caraterizagéo dos filmes de quitosano a 1,25%

Tabela 7.13 — Pardmetros de caraterizacdo da cor dos FQ.

L
1 2 3 4 5 Média Desvio
FQ1 96,47 96,45 96,78 96,20 96,51 96,48 0,21
FQ2 9253 90,67 9256 89,70 91,09 9131 1,24
FQ3 96,40 96,76 96,86 96,82 97,26 96,82 0,31
a
1 2 3 4 5 Média Desvio
FQ1 -047 -047 -058 -0,60 -059 -0,54 0,07
FQ2 -051 -057 -046 -0,63 -0,57 -0,55 0,06
FQ3 -047 -063 -054 -056 -041 -0,52 0,08
b
1 2 3 4 5 Média Desvio
FQ1 474 476 490 513 4,77 4,86 0,16
FQ2 460 506 459 514 4,69 4,82 0,26
FQ3 451 518 458 487 4,76 4,78 0,27

Tabela 7.14 — Teor de humidade e solubilidade dos FQ.

Mcadinhos Mamostra Mecadinhos + Mecadinhos + Humidade Meédia Desvio
(9) (9) amostra (0h) (9)  amostra (24h) (9) (%) (%) (%)
23,8636 0,0144 23,878 23,877 6,9444
FQ1 24,1314 0,0165 24,1479 24,1464 9,0909
24,6913 0,0139 24,7052 24,7041 7,9137
25,0888 0,0165 25,1053 25,1038 9,0909
FQ2 24,8181 0,0149 24,833 24,8316 9,3960 7,48 1,90
24,401 0,0136 24,4146 24,414 4,4118
24,0686 0,013 24,0816 24,0808 6,1538
FQ3 23,4525 0,0117 23,4642 23,4636 5,1282
23,6696 0,0142 23,6838 23,6825 9,1549
Mecadinhos + Solubilidade Média Desvio
amostra (72h) (9) (%) (%) (%)
23,8731 29,1045
FQ1 24,1421 28,6667
24,7003 29,6875
25,0978 40,0000
FQ?2 24,8271 33,3333 33,63 4,19
24,4095 34,6154
24,0761 38,5246
FQ3 23,4595 36,9369
23,6784 31,7829
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Tabela 7.15 — Espessura dos FQ.

Ensaio

Espessura

(mm)

Média
(mm)

FQ1

© 00 NO Ol WN -

=
o

0,051
0,05
0,044
0,041
0,037
0,045
0,041
0,04
0,042
0,038

0,0429

FQ2

©O© 00 N O O~ WN -

=
o

0,039
0,04
0,038
0,053
0,047
0,049
0,04
0,043
0,039
0,046

0,0434

FQ3

O© 00 NOoO O WD -

=
o

0,044
0,037
0,034
0,054
0,047
0,042
0,043
0,053
0,04
0,038

0,0432
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e Parametros de caraterizacdo dos filmes de quitosano a 1,25% com

microcapsulas

Tabela 7.16 — Parametros de caraterizacdo da cor dos FQM.

L
1 2 3 4 5 Média Desvio
FOQM1 69,62 68,69 66,75 6604 5796 6581 4,62
FOM2 69,10 7397 71,35 61,67 64,47 68,11 5,01
FQM3 6581 67,71 5833 6414 6359 6392 351
a
1 2 3 4 5 Média Desvio
FOM1 7,18 798 868 822 11,10 8,63 1,48
FOQM2 1029 7,20 8,00 1295 1159 10,01 241
FOQM3 13,47 10,72 1491 1165 13,02 12,75 1,63
b
1 2 3 4 5 Média Desvio
FOM1 795 886 980 9,10 11,18 9,38 1,21
FQM2 1385 10,17 968 1389 11,84 11,89 1,98
FOQM3 16,44 1468 16,13 1341 1491 1511 1,22

Tabela 7.17 — Teor de humidade e solubilidade dos FQM.

Mcadinhos Mamostra Mcadinhos + Mcadinhos + Humidade Média Desvio
)] @ amostra (oh) (§) amostra (24n) (0) (%) (%) (%)

1,5401 0,0407 1,5808 1,5756 12,7764
FQM1 1,5491 0,0475 1,5966 1,5901 13,6842

1,5304 0,0443 1,5747 1,5687 13,5440

1,5084 0,0428 1,5512 1,5458 12,6168 13,41 0,57
FQM2 1,5324 0,0355 1,5679 1,5633 12,9577

1,5478 0,0357 1,5835 1,5784 14,2857
FQM3 1,5293 0,0395 1,5688 1,5634 13,6709

1,548 0,0423 1,5903 1,5845 13,7116

Mcadinhos + Solubilidade Media Desvio
amostra (72h) (9) (%) (%) (%)

1,5696 16,9014
FQM1 1,5836 15,8537

1,5623 16,7102

1,5388 18,7166
FQM?2 1,5572 19,7411 17,28 1.29

1,5734 16,3399
FQM3 1,5576 17,0088

1,5783 16,9863
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Tabela 7.18 — Espessura dos FQM.

Ensaio

Espessura

(mm)

Média
(mm)

FQM1

© 00 NO Ol WN -

=
o

0,433
0,401
0,403
0,441
0,417
0,393
0,427
0,421
0,487
0,47

0,4293

FQM?2

©O© 00 N O O~ WN -

=
o

0,454
0,392
0,429
0,435
0,365
0,39
0,463
0,376
0,355
0,390

0,4049

FOMS3

O© 00 NOoO O WD -

=
o

0,326
0,357
0,399
0,4
0,391
0,475
0,368
0,476
0,398
0,476

0,4066

XXX



