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RESUMO

A propolis € um produto natural que apresenta uma mistura complexa, formada por um
material resinoso e balsdmico coletado pelas abelhas dos ramos, flores, pdlen, brotos e
exsudatos de arvores. No territério brasileiro, a propolis vermelha pode ser encontrada em
diversas partes do litoral, principalmente, nas areas de manguezal. Tendo como origem botéanica
a Dalbergia ecastophyllum, popularmente conhecida como “rabo-de-bugio”, Propolis
Vermelha de Alagoas destaca-se por apresentar uma grande quantidade de flavonoides,
compostos fendlicos e alguns outros compostos exclusivos. Esses compostos bioativos
apresentam diversas atividades biologicas, tais como anti-inflamatoria, cicatrizante,
antioxidante, antimicrobiana, potencial antiviral, antifingico, anticancer, imunomodulador,
dentre outros. Nesse estudo, nos desenvolvemos oito formulagdes, em triplicatas, de
microencapsulados (beads) contendo extrato bruto de propolis vermelha (5%) a partir do
método de gelificacdo idnica utilizando-se alginato de sddio (1% e 2%) e cloreto de célcio
(CaCly), em diferentes concentragdes. Posteriormente, os beads gerados foram caracterizados
por microscopia eletronica de varredura (SEM), revelando diametros entre 330 e 337 um para
as microesferas, caracterizando a melhor formulagdo. Entdo, esta foi analisada por
espectrofotometria de infravermelho por transformada de Fourier empregando reflectancia total
atenuada (FTIR-ATR), onde verificou-se estiramentos tipicos de CO, C=C, C-H e O-H,
compativeis com estruturas presentes na amostra. A termogravimetria (TG) demonstrou 3
eventos de perda a partir da amostra, sendo responsaveis por 15, 46 e 10% de perda de massa,
respectivamente. Ja a calorimetria exploratéria diferencial (DSC) exibiu eventos exotérmicos
para amostra, compativeis com um material amorfo. Posteriormente, os beads apresentaram
boa solubilidade uma solugdo aquosa contendo uma mistura de EDTA e citrato de sodico (2%
p/v), ap6s 24h. Entdo, a cromatografia liquida de alta-eficiéncia com detector de arranjo diodo
(HPLC-DAD) foi capaz de identificar e quantificar sete constituintes da PVA na formulagéo
mais promissora, sendo estes liquiritigenina, daidzeina, pinobanksina, isoliquiritigenina,
formononetina, pinocembrina e biochanina A. Por fim, os beads produzidos demonstraram ser
estaveis. A partir dos resultados obtidos, os beads contendo PVA podem ser aplicados contra

diferentes patdgenos, ou até mesmo contribuindo com avancos na area alimenticia.

Palavras chave: Propolis Vermelha de Alagoas, alginato de sodio, analise térmica,

cromatografia, beads



ABSTRACT

Propolis is a natural product that presents a complex mixture, formed by a resinous and
balsamic material collected by bees from branches, flowers, pollen, buds and tree exudates. In
Brazilian territory, red propolis can be found in several parts of the coast, mainly in mangrove
areas. With Dalbergia ecastophyllum as its botanical origin, popularly known as “rabo-de-
bugio”, Red Propolis from Alagoas stands out for presenting a large number of flavonoids,
phenolic compounds and some other exclusive compounds. These bioactive compounds have
several biological activities, such as anti-inflammatory, healing, antioxidant, antimicrobial,
antiviral potential, antifungal, anticancer, immunomodulatory, among others. In this study, we
developed microcapsules (beads) containing crude red propolis extract (5%), from the ionic
gelation method using sodium alginate (1% e 2%) and calcium chloride (CaCl.), in different
concentrations. Subsequently, the generated beads were characterized by scanning electron
microscopy (SEM), revealing diameters between 330 and 337 um for the microspheres,
characterizing the best formation. Then, this was analyzed by Fourier transform infrared
spectrophotometry using attenuated total reflectance (FTIR-ATR), where typical stretching of
CO, C=C, C-H and O-H, compatible with structures present in the sample. Thermogravimetry
(TG) showed three loss events from the sample, accounting for 15, 46 and 10% weight loss,
respectively. Differential scanning calorimetry (DSC) showed exothermic events for the
sample, compatible with an amorphous material. Subsequently, the beads showed good
solubility in an aqueous solution containing a mixture of EDTA and sodium citrate (2% wi/v)
after 24h.Then, high-performance liquid chromatography with diode array detector (HPLC-
DAD) was able to identify and quantify seven PVA constituents in the most promising
formulation, namely liquiritigenin, daidzein, pinobanksin, isoliquiritigenin, formononetin,
pinocembrin and biochanin A. Finally, the beads produced proved to be stable. From the results
obtained, the beads containing PVA may have biological applicability against different

pathogens, or even contribute to advances in the food industry.

Keywords: Red Propolis of Alagoas, alginate, thermic analyzes, chromatography, beads
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1 INTRODUCAO

Na era contemporanea, a sociedade vem buscando cada vez mais utilizar produtos
naturais para beneficio da saude, proporcionando maior visibilidade e espaco a estes, seja na
aplicacdo terapéutica ou com o objetivo de conferir fungdo aos alimentos (ALMEIDA, 2017).
Com isso, diferentes produtos apicolas como o mel e o pdlen sdo encontrados em produtos
comerciais, bem como uma variedade de propolis, incluindo a prépolis vermelha de Alagoas
(PVA) (ALMEIDA, 2017).

Em geral, a propolis € uma mistura de matriz complexa, que as abelhas adicionam as
suas colmeias, via secrecdo de saliva, para proteger a colmeia contra o crescimento microbiano,
mantendo a temperatura interna da colmeia, bem como, reparando buracos ou rachadura se
sendo responsavel por afastar insetos invasores (SILVA, et al., 2006, ZILSE & SILVA 2012).
De acordo com sua cor, cheiro e consisténcia, as propriedades da prépolis estéo relacionadas a
sua origem, tanto botanica quanto quimica. Portanto, a propolis pode variar do verde e vermelho
ao marrom, preto e amarelo (BANKOVA, 2005, LOPES, 2014). No Brasil, existem um total
de 13 tipos de propolis, sendo a vermelha catalogada como o 13°ttipo de prépolis, que apresenta
uma composi¢do quimica rica em isoflavonas. Sua fonte boténica estd4 associada a planta
conhecida popularmente como rabo de bugio (Dalbergia ecastophyllum), uma leguminosa rica
em flavonoides (LEE et al., 2008, BUENO-SILVA, et al., 2013), em que esta planta é
predominante na regido Nordeste do Brasil (LUSTOSA et al., 2008). A PVA é considerada um
tipo diferenciado de resina, pois contém quantidades superiores de flavonoides, principal classe
de compostos fitoquimicos responsaveis pela maioria das atividades bioldgicas desta, bem
como, presenca de outras substancias exclusivas e majoritarias (ALENCAR et al., 2007).
Dentre estas, acidos fendlicos, acidos aromaticos, ésteres, aldeidos, cetonas, terpenoides,
fenilpropanoides, esteroides, aminoacidos, proteinas, vitaminas e diversos minerais podem ser
encontrados nesse tipo de resina (HAVSTEEN, 2002; MENEZES, 2005; SOUSA et al., 2007,
LUSTOSA et al., 2008; SILVA, 2019).

Ainda, a PVA destaca-se por apresentar diversas atividades biologicas, tais como anti-
inflamatoria, cicatrizante, antioxidante e antimicrobiana (SIQUEIRA et al., 2014). Além de
demonstrar potencial antiviral, antifungico, anticAncer, imunomodulador, dentre outras
(TZANKOVA et al., 2019).

A utilizagdo de hidrocoloides para o desenvolvimento de particulas de geis tem se

mostrado um objetivo de crescente interesse por diversas areas de aplicacdo, tais como
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alimenticia, farmacéutica e cosmética (BUREY et al., 2008). Para isso, frequentemente, utiliza-
se 0 alginato de sodio, um polissacarideo que, devido a sua alta solubilidade em agua fria e
caracteristicas de transi¢do de solucédo para gel (de forma instantanea) é usado em formulacGes.
Quando em contato com fons calcio (Ca?"), este gera um material encapsulante, que pode ser
obtido por meio da gelificagdo idnica (FUNAMI et al., 2009; ETCHEPARE et al., 2016).
Ademais, este possui facil manejo, natureza ndo tdxica e baixo custo, o que favorece ainda mais
sua utilizacdo (SULTANA et al., 2003; ETCHEPARE et al. 2016).

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi desenvolver microcédpsulas a base de
alginato de sodio contendo PVA, obtidas pelo método de gelificacdo idnica. Estas foram
caracterizadas por microscopia eletronica de varredura (SEM), espectrofotometria de
infravermelho por transformada de Fourier com reflectancia total atenuada (FTIR-ATR),
termogravimetria (TG), calorimetria exploratoria diferencial (DSC) e cromatografia liquida de
alta-eficiéncia com deteccdo de arranjo diodo (HPLC-DAD).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 A Propolis

Utilizada durante varios séculos da historia da humanidade, a prépolis é um produto
natural que apresenta diversas formas e finalidades medicinais. No antigo Egito, a propolis era
usada para embalsamar os mortos. Ja durante a Segunda Guerra Mundial, esta era utilizada
como agente cicatrizante. No entanto, essa mistura natural comecou a ganhar prestigio no
tratamento de problemas de salude nos anos de 1950 e 1960, em paises do Leste Europeu.
Embora, apenas na metade dos anos 80 € que a prdpolis passou a ser um importante produto
associado a medicina alternativa e/ou complementar (PEREIRA; SEIXAS; AQUINO NETO,
2002; LUSTOSA et al., 2008).

A propolis € uma mistura complexa de substancias resinosas coletadas por abelhas (Apis
mellifera) a partir de diversas plantas, o que permite variar sua consisténcia, textura e coloragao
(PINTO et al., 2011). O produto final é obtido a partir das colmeias, onde as abelhas adicionam
secrecdes salivares e enzimaticas, sendo responsaveis também pela variacdo deste produto
natural (LUSTOSA et al., 2008; PINTO et al., 2011).

Derivada do grego pro (em defesa) e polis (cidade ou comunidade), a prépolis para as
abelhas, funciona como um mecanismo de defesa, sendo uma protecdo a colénia visto que essas
usam para protegé-las contra insetos e microrganismos invasores, evitando a degradagéo e
contaminacdo da colmeia. Além disso, a mesma também € utilizada para reparos a colmeia,
também servindo como material antisséptico, sendo depositada no interior dos alvéolos e
permitindo um ambiente favoravel para a postura de ovos pela abelha rainha (SILVA, 2019;
LUSTOSA et al., 2008). As abelhas coletam os materiais lipofilicos nas folhas e germes, latex,
resinas, € o transformam em propolis na colmeia, via adicdo da cera e saliva. Depois de
elaborada, a propolis é utilizada para diversas fungbes como as citadas anteriormente
(CASTALDO & CAPASSO, 2002; SILVA, 2019).

Apesar de ser produzida por diversos tipos de abelhas, a composicao da prdpolis consiste
basicamente de resinas e balsamos (50%), ceras (25 a 35%), 6leos essenciais (10%), grdos de
polen e outros compostos, que sdo principalmente determinados pelas caracteristicas
fitogeogréaficas existentes ao redor da colmeia. No entanto, ndo se sabe ao certo quais os fatores
que determinam ou direcionam as preferéncias das abelhas coletoras por uma determinada fonte
vegetal (SALANTINO et al., 2005; TEIXEIRA et al., 2005; LUSTOSA et al., 2008). Além das
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caracteristicas fitogeogréficas, a composicéo da prépolis também pode variar sazonalmente em
uma mesma regido, assim como também pelas reservas de pdlen e mel, pelo tempo da coleta,
iluminacdo e altitude (MENEZES, 2005; ORYAN et al., 2018).

Sendo assim, a prépolis apresenta uma variedade de acdes/atividades farmacoldgicas,
consequéncia desta composicdo quimica diferenciada. No Brasil, a propolis pode ser
classificada em 13 tipos a partir de varias caracteristicas, tais como a localizacdo geogréfica, o
perfil fisico-quimico e a origem da planta (Tabela 1). Dentre os 13 tipos de propolis, 5 grupos
estdo localizados na regido Sul, 1 no Sudeste, e outros 7 no Nordeste do pais. No entanto, 3
tipos sdo mais comuns: (1) a propolis verde, produzida a partir da resina do alecrim do campo
(Baccharis dracunculifolia), (2) a prépolis marrom ou ainda propolis tradicional, que nédo
necessita de uma flor ou planta especifica para a sua producdo, e (3) a prépolis vermelha,
produzida por uma planta conhecida popularmente como rabo-de-bugio (Dalbergia
ecastophyllum), predominante na regido Nordeste do Brasil (Figura 1).

Entretanto, a coloracdo da propolis pode variar do marrom escuro passando a uma
tonalidade esverdeada indo até o marrom avermelhado, dependendo da sua procedéncia. Além
disso, a propolis possui odor caracteristico que pode variar de uma amostra para outra
(MARCUCCI et al., 1996; LUSTOSA et al., 2008).

Tabela 1. Tipos de propolis brasileira e sua localizacdo geografica.

Propolis COR ORIGEM GEOGRAFICA REFERENCIA
Grupo 1 Amarelo Sul (RS) PARK et al., 2002
Grupo 2 Castanho Claro Sul (RS) PARK et al., 2002;
SILVA,2008
Grupo 3 Castanho Escuro Sul (PR) PARK etal., 2000 e
2002; SILVA, 2008
Grupo 4 Castanho Claro Sul (PR) PARK et al., 2000 e
2002; SILVA, 2008
Grupo 5 Marrom Sul (PR) PARK etal., 2000 e
Esverdeado 2002; SILVA, 2008
Grupo 6 Marrom Nordeste (BA) PARK et al., 2000 e
Avermelhado 2002; SILVA, 2008;
CASTRO et al., 2007
Grupo 7 Marrom Nordeste (BA) PARK etal., 2000 e
Esverdeado 2002; SILVA, 2008;

Continua
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Grupo 8 Castanho Escuro Nordeste (PE) PARK et al., 2000;
SILVA, 2008;
Grupo 9 Amarelo Nordeste (PE) PARK etal., 2000 e
2002; SILVA, 2008;
Grupo10  Amarelo Escuro Nordeste (CE) PARK et al., 2002
Grupo 11 Amarelo Nordeste (PI) PARK et al., 2002
Grupo 12  Verde ou Marrom Sudeste (SP, MG) PARK etal., 2004 e
Esverdeado 2002; FUNARI e
FERRO, 2006;
SIQUEIRA 2008a.
Grupo 13 Vermelha Nordeste (AL, BA, PB) SILVA et al.2007;
DAUGSCH et al.
2007.

Fonte: Adaptado de Silvino, (2011).

Figura 1 — Imagem dos 3 tipos de prépolis mais comuns encontrados no Brasil. Em (A)

propolis verde, (B) prépolis marrom e em (C) propolis vermelha.

Fonte: Autor, 2022. Adaptado de https://www.lojinhauai.com/blog/propolis-verde/;https://shal.com/;

https://www.blogs.unicamp.br/.

Dentre esses compostos quimicos, pode-se encontrar flavonoides (como a quercetina,
crisina, kampferol, dentre outros), acidos fenolicos (como o acido gélico, acido cafeico, acido
p-cumarico), os terpenoides (como o lupeol, lupenona e a germanicona) (Figura 2), além de
aminoacidos, proteinas, vitaminas e diversos minerais. Ainda, a prépolis pode apresentar na sua
composigdo elementos inorganicos como o aluminio, ferro, cromo, zinco, manganés e célcio,
além de outros (HAVSTEEN, 2002; MENENES, 2005; SOUSA et al., 2007; LUSTOSA et al.,
2008; SILVA, 2019).


https://sba1.com/
https://www.blogs.unicamp.br/
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Figura 2 — Estrutura quimica basica de compostos quimicos presentes na prépolis.
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Lupeol Lupenona Germanicona

Fonte: Autor, 2022. Adaptado de COSTA et al., 2009.

Dentre tais compostos, a classe dos flavonoides vem sendo amplamente estudada por
pesquisadores de diversas partes do mundo (HAVSTEEN, 2002; MENENES, 2005). Essa
classe de compostos quimicos interfere em diversos processos fisioldgicos, atuando nos
processos de cicatrizacdo ou antioxidantes, além de apresentarem atividade antimicrobiana e
imunomoduladora (WILLIAMS et al., 2004; MENEZES., 2005).

Como citado, os flavonoides sdo 0os componentes da propolis mais estudados, no entanto
eles ndo sdo 0s Unicos responsaveis pelas atividades farmacoldgicas deste produto natural. A
propolis € um dos poucos produtos naturais que vem sendo utilizados por um longo periodo de
tempo ¢ por diferentes civilizagdes como “medicamento natural” (LUSTOSA et al., 2008;
PINTO et al., 2011).

Devido a essas atividades, a propolis brasileira tém se tornado objeto de grande interesse
em pesquisas. Dentre os tipos de prépolis citados anteriormente, a propolis vermelha é a que
detém maior atividade antimicrobiana em relacdo as demais. Além disso, a mesma possui maior
potencial antioxidante, que se deve a presenca de compostos quimicos exclusivos, ou seja, que

ndo sdo encontrados nos outros tipos de prépolis. Devido a essas propriedades, o produto
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comercial mais conhecido popularmente é o0 seu extrato. Esta, que possui sabor amargo, pode
ser consumida diariamente. Considerando seus diversos beneficios, a propolis vermelha tem
atraido cada vez mais atenc@o do mercado externo, fator que impulsiona as pesquisas nessa area
(FRANCA et al., 2020).

2.2 Propolis Vermelhas e Suas Caracteristicas

A prépolis vermelha tem como origem botanica a D. ecastophyllum, popularmente
conhecida como “rabo-de-bugio” ou “marmelo do mangue” (Figura 3), que apresenta coloracédo
caracteristica avermelhada, sendo encontrada principalmente nas areas litoraneas (mangues) da
regido Norte e Nordeste do Brasil (SILVA et al., 2007; CABRAL, 2009; NUNES 2009).

Fonte: http://131.230.176.4/cgibin/dol/dol_terminal.pl?taxon_name=Dalb ergia&rank=genus, 2008.

A D. ecastophyllum é uma espécie escandente ou semiprostrada, encontrada associada
a estudrios, mangues e dunas, onde auxilia a sua fixacdo na areia. E de facil adaptacio a locais
de alta salinidade e seus frutos sdo capazes de flutuar. Sua ocorréncia € muito vasta, estando
presente em diversas regides. Pode ser encontrada do Sul da Flérida (EUA) ao Sul do Brasil,
onde tem dominios fitogeograficos na Amazénia e na Mata Atlantica, abrangendo as regifes
Norte (Roraima, Para e Amazonas), Nordeste (Maranhéo, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba,
Pernambuco, Alagoas e Sergipe), Centro-Oeste (Mato grosso do Sul), Sudeste (Espirito Santo,
Sdo Paulo e Rio de Janeiro) e Sul (Parana e Santa Catarina) (CAMARGO, 2005).

Conhecida pelo seu pigmento vermelho intenso, a “rabo-de-bugio” fornece exsudatos

para as abelhas. E a partir da liberacdo desses exsudados emitidos pelos galhos através de
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pequenas perfuracdes, que as abelhas o transformam em uma mistura de coloragdo e odor que
caracterizam a propolis vermelha (Figura 4) (PICCINELLI et al., 2011; SILVA, 2018).

Figura 4 — Processo de obtencdo da Propolis Vermelha por abelhas. Coleta de resina da

Dalbergia ecastophyllum efetuadas por abelhas da espécie Apis mellifera.

r o 7 - ~

Fonte: Daugsch, 2007.

A prépolis vermelha possui uma composi¢do quimica bastante complexa e variada, isso
estd relacionado com a ecologia e a flora de cada regido, o que a torna um produto Unico
(CABRAL et al., 2009; SILVA, 2011). Em 2006, TRUSHEVA et al. identificaram compostos
presentes na propolis vermelha brasileira o anetol, eugenol, isoeugenol, metileugenol, alcool
triterpénico, isoflavonoides e elimicina. SILVA et al. (2007) encontram &cido feldrico,
quercetina, crisina e medicarpina em amostras de PVA. Alguns desses compostos estdo
presentes também no “rabo-de-bugio” e foram quantificados através de cromatografia liquida
de alta-eficiéncia (do inglés, high-performance liquid chromatography-HPLC), tais como
daidzeina, luteolina, rutina, pinocembrina, formononetina, dentre outras (DAUSGCH et al.,
2007).

Além dos compostos citados anteriormente, a propolis vermelha apresenta em sua
composi¢do quatro isoflavonas, que ndo foram encontradas nos outros 12 grupos de prépolis,
sendo isoflavonas a 7,4’-diidroxisoflavona, homopterocarpina, medicarpina ¢ 4°,7-
dimetoxiisoflavona (Figura 5) (ALENCAR et al., 2007). Em contrapartida, algumas pesquisas
demonstram que a grande maioria das substancias usadas como padrdo nas demais propolis,
como por exemplo, o acido cindmico, encontrado a propolis verde, ndo esta presente na prépolis

vermelha, demonstrando que essa apresenta uma composicéo unica (CABRAL et al., 2009).
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Figura 5 — Alguns compostos exclusivos encontrados na propolis vermelha.
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Fonte: Alencar et al., 2007.

Essa composicdo Unica faz com que a propolis vermelha apresente inimeras atividades
bioldgicas. Dentre essas atividades pode-se citar a antioxidante, que estd relacionada a
cadeia de reagdes oxidativa (FROZZA et al., 2013); atividade antifungica, uma vez que a
propolis vermelha causa danos a membrana fungica, afetando o ergosterol presente nessa
membrana e alterando a sua permeabilidade (PIPPI et al., 2015). Além disso, a prépolis
vermelha pode apresentar também efeitos anti-inflamatoérios e imunomoduladores, através da
inibicdo da prostaglandina, prostanoides e citocinas pro-inflamatorias (LUSTOSA et al., 2008).
A propolis pode ainda ser utilizada na cicatrizagdo de feridas cutaneas, devido a supressdo do
fator de transcricdo NF«kB, que esté associado & inflamacdo (OLDONI et al., 2011).

O método de extracdo da prépolis interfere diretamente no rendimento e seletividade de
alguns componentes. A técnica comumente empregada utiliza etanol como solvente, mas a sua
extracdo também pode ser realizada com fluido supercritico (MACHADO et al., 2015;
MACHADO et al., 2016). A depender do tipo de extracdo e solvente, a propolis vai apresentar
constituintes distintos, por exemplo, a que é obtida por meio da extracdo aguosa contém
aminoacidos, matéria organica e carboidratos, constituintes que ndo estdo presentes na extracao
etandlica.

Os principais agentes farmacoldgicos da propolis possuem carater polar, sendo assim,
uma solucdo hidroalcoolica é ideal como veiculo extrator (HAYACIBARA et al., 2005;
PONTES et al.,2018). Estudos ainda demonstram que as diferentes concentracdes de etanol
podem apresentar ou ndo diferencas em relacdo ha algumas atividades farmacoldgicas (PARK
et al., 1998), enquanto que o &lcool a 70% apresenta uma melhor producdo de compostos
fenolicos, evidenciando melhor algumas propriedades bioldgicas (SIQUEIRA et al., 2009;
PONTES et al., 2018).



22

2.3 Formulacdes Contendo Propolis Vermelha

Diversas pesquisas mostram a utilizacdo de biofilmes na indudstria alimenticia, visando
a melhoria das caracteristicas sensoriais (FERNANDES, et al., 2017). Sendo assim, biofilmes
sdo revestimentos flexiveis de composi¢des diversas, formados a partir de macromoléculas
bioldgicas, capazes de formar substratos continuos e altamente coesivos, utilizados para
encapsular alimentos, principalmente alimentos altamente pereciveis, como frutas e hortalicas
(OLIVEIRA, et al.,, 2011). Em outros estudos, agentes antimicrobianos, antioxidantes e
conservantes também sdo adicionados as formulacoes de biofilmes (BITTANTE, et al., 2012;
COSTA, 2013; TORLAK; SERT, 2013; SIRIPATRAWAN; VITCHAYAKITTI; 2016;
THOMAS, 2016). Compostos naturais, como a prépolis, séo mais procurados, principalmente
porque os biofilmes formados podem ser ingeridos juntamente com os alimentos (ABREU,
2019).

Em sua pesquisa ALMEIDA (2017), microencapsulou extrato de PVA usando caseinato
como agente encapsulante, pela técnica de spray-drying. Depois da devida caracterizacdo, 0s
resultados demonstraram que foi possivel comprovar a ocorréncia da microencapsulacdo do
extrato de PVA na matriz proteica. O p6 obtido continha propriedades reoldgicas apropriadas
e, por fim, o complexo se mostrou solivel em meio aquoso. Outros resultados desse estudo
mostraram que 0s caseinatos de PVA demonstram atividade antimicrobiana, podendo ser
aplicados em terapias antibioticoterapias de amplo espectro para bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, especialmente Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa
(ALMEIDA, 2017).

HAJINEZHAD e colaboradores (2020) buscaram investigar as propriedades mecanicas
e antibacterianas de filmes de embalagens ativas a base de alcool polietileno vinilico pela adicdo
de propolis vermelha. Para a prépolis bruta utilizada foi incluida em uma matriz polimérica em
diferentes proporc¢des. A gelificacdo ionica foi utilizada como método de microencapsulagéo.
Os autores chegaram a conclusdo que o filme produzido com a incluséo da prépolis vermelha
obteve melhor homogeneidade, assim como uma melhor protecéo contra o oxigénio (oxidagéo),
bem com maior permeabilidade na presenca de umidade. A resisténcia mecanica dos filmes
ativos produzidos foi diminuida, no entanto, aceitaveis. Por fim, esses filmes ativos produzidos

mostram ter boas propriedades antimicrobianas e, especificamente, contra a E. coli e S. aureus.
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Portanto, as diversas formulacdes criadas a base de propolis vermelha tém sempre o
objetivo de proteger o material encapsulado ativo para que os produtos bioativos das

substancias fiqguem estaveis, bem como melhorar suas propriedades fisico-quimicas.

2.4 Microencapsulagéo

A microencapsulagdo pode ser entendida como um conjunto de técnicas que permitem
o desenvolvimento de formulagdes, do qual o seu conteudo € protegido e a sua liberacdo pode
ser modificada com a finalidade de agir em um determinado local, por um determinado periodo
de tempo em uma velocidade especifica (SUAVE et al., 2006). Essa técnica tem por finalidade
o “empacotamento” do material ativo na forma sélida liquida ou gasosa, contando com o auxilio
de uma vasta gama de “material de parede”, da qual a escolha certa influencia a eficiéncia da
microencapsulacéo e a estabilidade da microparticula formada (GUEVARA; JIMENEZ, 2008;
RAY etal., 2016; SILVA et al., 2014).

O material encapsulado é chamado de recheio ou nlcleo e o material que forma a
capsula chama-se de encapsulante, cobertura ou parede (GIBBS, 1999). As microparticulas
resultantes sdo classificadas em termos de tamanho e morfologia, dependendo do agente e
processo de encapsulamento utilizado (BAKRY et al., 2015; ESTEVINHO et al., 2013).
Segundo SILVA et al. (2014), as particulas podem ser classificadas de acordo com seu tamanho
de: (a) particulas (> 5.000 um), (b) microparticulas (0,2 a 5.000 um) e (C) nanoparticulas (<
0,2 um).

Em termos de morfologia, muitos autores utilizam o termo microcapsula para se referir
as microparticulas. No entanto, as microparticulas incluem dois grupos: (i) microcapsulas, que
consistem em um sistema tipo reservatorio, e (ii) microesferas, que sdo um sistema monolitico
(MATTE; ROSA, 2013; NUNES et al., 2015). Abaixo, a figura 6 mostra comparagdo entre as

morfologias de microcapsulas e microesferas.
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Figura 6 — Morfologia da microparticula e microesfera.

Microcapsula: sistema reservatorio Microesfera: sistema monolitico

Fonte: MATTE; ROSA, 2013; NUNES et al., 2015.

Nos sistemas de microencapsulacdo, o material ativo é bem definido e completamente
envolvido pelo encapsulamento. J& no sistema monolitico, a microesfera, a estrutura do tipo
matriz e a matéria ativa estdo dispersas em uma matriz continua. Neste caso, 0 material ativo
pode ser disperso no agente de encapsulamento ou terminado em sua superficie (AZEREDO,
2005; MATTE; ROSA, 2013; NAZZARO et al., 2012; NESTERENKO et al., 2013; PASIN et
al., 2012; RAY et al., 2016).

Um numero expressivo de agentes encapsulantes vem sendo usado, justamente por
envolver os compostos bioativos, dando forma a microcdpsula (AZEREDO, 2005). As
diferentes origens desses agentes encapsulantes podem ser desde natural, semissintético ou
sintético (ANSON, 2005). Também podem envolver materiais poliméricos, hidréfilos ou
hidr6fobos, ou uma associacdo de ambos (JAIN, 2004). Abaixo, na tabela 2, sdéo mostrados
alguns exemplos de agentes encapsulantes classificados de acordo com a sua origem.

Tabela 2. Agentes encapsulantes versos origem.

Agentes encapsulantes Materiais

Naturais Gelatina, goma Agar-Agar, alginato de sddio, alginato de
calcio, dextrano, quitosano, caseinato, agarose e cera

Semissintéticos Acetato de celulose, nitrato de celulose, etilcelulose,
hidroxipropilcelulose, metilcelulose, carboximetilcelulose
de sddio, alcool miristilico, monoglicerol ou dipalmitato,
mono, di e triestearato de glicerol

Sintéticos Polimeros do &cido acrilico e co-polimeros

Fonte: Adaptado de ANSON, 2005.
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Muitas técnicas podem ser usadas para encapsular compostos bioativos, e a escolha,
dependendo da aplicacdo, sera responsavel pelo tamanho, mecanismo de liberacdo e
propriedades fisico-quimicas, tanto em termos do ingrediente ativo encapsulado quanto do
agente de encapsulamento (JACKSON; LEE, 1991; BRASILEIRO 2011). A selegéo do agente
de encapsulamento deve ser baseada em determinados critérios, a saber, as propriedades fisico-
quimicas do material bioativo encapsulado, o tipo de aplicacdo pretendida e o método de
encapsulamento selecionado (SUAVE et al., 2006). Muitas areas como na industria
farmacéutica, alimenticia e cosmética vém utilizando a técnica de microencapsulacdo para
protecdo de compostos bioativos, tendo como finalidade a protecdo do material encapsulado
das condicGes adversas do meio e libera-lo em seu sitio de acdo em quantidade e no tempo
conveniente para desempenhar a funcédo pretendida (SHAHIDI; HAN, 1993; GIBBS, 1999).

Dentre as vantagens da microencapsulacdo podemos citar: (1) estabilizar o material
encapsulado; (2) controlar reagdes oxidativas; (3) liberar o material ativo de forma controlada;
(4) mascarar sabores, cores ou odores indesejaveis; (5) reduzir a toxicidade do material ativo;
(6) aumentar a vida util do material final (FAVARO-TRINDADE et al., 2008; MENEZES et
al., 2013).

A microencapsulagdo de compostos bioativos vem sendo usada na protecéo de diversos
produtos, como Oleos, &cidos, bases, vitaminas, sais, gases, aminoacidos, corantes,
flavorizantes, extratos de plantas, enzimas, microrganismos, entre outros (DEPYPERE et al.,
2003; PSZCZOLA, 1998; REINECCIUS, 1991; SOUSA et al., 2015).

No entanto, o uso de outras técnicas de encapsulamento, como gelificacdo ibnica, pode
proporcionar melhor protecdo aos compostos encapsulados dependendo das condicOes
utilizadas para a producédo das microparticulas (KRASAEKOOPT et al., 2003).

2.5 Gelificacao Ionica

A gelificacdo ibnica € uma técnica que vem sendo bastante utilizada na modificagdo de
hidrocoloides para microcapsulas (ETCHEPARE et al., 2015). Tal técnica é comum, acessivel
e realizada em condicdes brandas para ndo degradar o material a ser encapsulado (KING, 1995;
MORTAZAVIAN et al., 2007). E um método fisico-quimico que se baseia nas interacdes
ibnicas entre compostos de cargas opostas (SARAVANAN; RAIO, 2010).

A formacdo de microesferas por gelificagdo idnica e dependente da capacidade de varios

polissacarideos, como pectina, alginato de sddio e carragenina, em formar géis na presenca de
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ions polivalentes (ROCHA, 2017). Essencialmente, este método consiste em derramar ou
pulverizar uma solucdo de polissacarideo aniénico sobre uma solucdo de cations, em uma
concentracdo apropriada (AGUILAR et al., 2015). Com as microcapsulas de gel ionizado,
forma-se uma estrutura tridimensional, que é responsavel por proteger o composto ativo
(NAZARENO et al., 2016).

Existem dois métodos de gelificacao ibnica, podendo ser interno ou externo. De acordo
com CHAM et al. (2006), o método mais utilizado para que se ocorra a gelificacdo idnica é o
externo, da qual consiste em colocar uma solucdo de alginato de sodio (polimero) com carga
negativa em uma solugdo ibnica contendo CaCl,, carregada positivamente, em agitacdo
constante. Com o transporte de cations de uma regido mais concentrada para outra menos
concentrada dentro da solucdo de alginato de sodio, produzindo beads (esferas) de diferentes
forma e tamanhos. Os principais fatores que influenciam a formacdo destas sdo: (1)
concentracdo da solucdo de CaCly; (2) concentracdo da solucdo de alginato de sodio; (3)
comprimento da agulha; (4) velocidade de gotejamento e (5) agitacdo. Abaixo, um sistema de

extrusao por gotejamento € mostrado na figura 7.

Figura 7 — Esquema de extruséo para gelificacdo idnica de materiais.
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Fonte: KRASAEKOOPT, BHANDARI & DEETH, 2000. Probiéticos Foi usado como um exemplo para o

esquema apresentado.
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Em presenca de Ca?* e outros jons divalentes, o polissacarideo pode, por meio de um
processo de ligacdo cruzada, trocar o ion de sua estrutura por um ion divalente, gelificando o
meio em que se encontra (ETCHEPARE et al., 2015). Os cations monovalentes e o ion Mg?*
n&o induzem a essa gelificagdo. fons como Pb?*, Cu?*, Cd?*, Co?*, Ni%*, Zn?* e Mn?* possuem
uso limitado por apresentarem certa toxicidade (KRASAEKOOPT; BHANDARI; DEETH,
2003).

Devido a essa propriedade de gelificacdo, o alginato de s6dio pode ser usado como uma
matriz e, dessa forma, envolver moléculas de significancia biolégica, tais como, enzimas,
plantas, células animais e medicamentos (VALENGA, 2007). O alginato de sodio gelifica apds
ligacdo dos ions Ca?* aos blocos de acido glicuronico das cadeias de alginato, formando uma
rede tridimensional, constituindo o modelo da “caixa de ovos”, conforme figura 8 (GOMBOTZ
&WEE, 1998).

Figura 8 — Modelo caixa de ovos para complexacdo do alginato de sédio em solucdo de

cloreto de calcio (CaCly).

Fonte: Adaptado de CORONA-HERNANDEZ et al. 2013

WANG et al. (2013) investigaram a possibilidade de encapsular 6leo de canola
enriquecido com quartetina, utilizando alginato de sodio em diferentes concentragdes e pectina,
como material de encapsulamento. As formulacdes de alginato de sodio e pectina demonstraram
bons resultados na preservacdo do dleo de canola, mostrando-se uma boa opgdo para
encapsulamento desta substancia.

As principais vantagens do método de gelificacdo i6Gnica estdo associadas com a técnica
ser simples, barata e necessitar de condi¢fes suaves que ndo agridem o material a ser
encapsulado (KING, 1995; MORTAZAVIAN et al., 2007). Outra vantagem desse método diz
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respeito as caracteristicas comuns e de reproducgéo, tendo em vista a rapidez do método na
producdo de microparticulas na auséncia de condi¢Ges drasticas, diminuindo perdas de
atividade biolégica do composto que devera ser encapsulado (ETCHEPARE et al., 2015).
Ainda, a técnica ndo necessita de condi¢cdes extremas de pH, permitindo que o método seja
ideal e com uma perspectiva promissora para a microencapsulacédo de compostos bioativos
(CHEW et al., 2015; WANG et al., 2013; LI et al., 2010).

Hidrocoloides sdo particularmente atraentes por causa de suas propriedades de formacéo
de gel e mudanca de viscosidade quando dispersos em meios aquosos como o alginato de sddio,
usado como material de encapsulamento devido a sua capacidade de absorver agua e facilidade
de manuseio. Ainda, possui outras propriedades como espumacdo, estabilidade e espessamento,
razdes pelas quais tem despertado grande interesse na industria alimenticia (PASIN, AZON &
GARRIGA, 2012). Dentre os sais de alginato mais utilizados esta o alginato de sodio, devido a
sua alta capacidade de produzir filmes, géis e hidrogéis (PASQUALIM et al., 2010).

O alginato quimicamente tem uma estrutura linear composta de residuos de 4cido B-D-
manuronico (M) e acido a-L-glicurénico (G) (Figura 9), na forma de sais de sodio e ligados por
ligacOes glicosidicas o 1-4(STEPHEN et al., 2006). As propriedades do alginato em solucdo
sdo fortemente influenciadas pela remocdo de residuos, que ocorre em blocos de
homopolimeros (MM e GG) intercalados por blocos de heteropolimeros (MG) ao longo da
cadeia (STEPHEN et al., 2006).

Figura 9 — Estrutura do alginato em blocos homopoliméricos M- e G- e heteropoliméricos
MG.

M M M

Fonte: Adaptado de SMIDSR@D,1970.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Desenvolver e caracterizar microencapsulados contendo PVA obtidas por gelificacdo

com alginato de sodio e CaCl..

3.2 Objetivos Especificos

o Obter microencapsulados (beads) contendo PVA variando concentragdes de alginato de
sodio e CaCl; por gelificacéo ionica;

o Avaliar os microencapsulados (beads) contendo PVA, por meio da perda de massa via
andlise de umidade;

o Avaliar a morfologia dos microencapsulados (beads) contendo PVA por microfotografias
usando microscopia eletronica de varredura (SEM);

o Determinar a composi¢do quimica dos microencapsulados (beads) contendo PVA por
cromatografia liquida de alta-eficiéncia com deteccdo de arranjo diodo (HPLC-DAD);

o Caracterizar os microencapsulados (beads) contendo PVA por espectrofotometria de
infravermelho por transformada de Fourier com reflectancia total atenuada (FTIR-ATR);

o Caracterizar 0s microencapsulados (beads) contendo PVA por analises
termogravimeétricas (TG) e calorimetria exploratoria diferencial (DSC);

o Avaliar a solubilidade dos microencapsulados (beads) contendo PVA usando agentes
quelantes;

o Quantificar os compostos fitoquimicos presentes nos microencapsulados (beads)
contendo PVA por meio de cromatografia liquida de alta-eficiéncia com detec¢do de
arranjo diodo (HPLC-DAD).
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4 METODOLOGIA

A producao e as caracterizac¢des espectrofotométricas e téermicas dos microencapsulados
(beads) contendo PVA foram realizadas no Instituto Federal de Alagoas, campus Macei0, sob
supervisdo do Prof. Dr. Johnnatan Duarte de Freitas. J& a quantificacdo dos componentes da
formulacdo foi realizada no Laboratorio de Analises Farmacéuticas e de Alimentos (LAFA) —
coordenado pelo Prof. Dr. Ticiano Gomes do Nascimento, da Universidade Federal de Alagoas,
campus AC. Simdes, Maceid. No total, 10 mL de extrato comercial de PVA da marca Beeva®
(composicdo: 11% de PVA, 59% de alcool grau alimenticio, 30% de &gua. Ndo contém
quantidades significativas de valor calérico, carboidratos, proteinas, gorduras totais, gorduras
trans, gorduras saturadas, fibra alimentar e sodio), que foi adquirido no municipio de Marechal
Deodoro junto aos produtores locais da regiéo e utilizado para obten¢do dos microencapsulados.
Registro no Ministério da Agricultura SIF/DIPOA sob N° 0005/3884.

4.1 Obtencao dos Microencapsulados (Beads) Contendo PVA Variando Concentrac@es de

Alginato de Sodio e Cloreto de Calcio

4.1.1 Planejamento experimental das formulacgdes

Para a realizacdo dos experimentos e producdo dos microencapsulados de alginato de
sodio contendo PVA, foi inicialmente tragado um planejamento experimental para o
desenvolvimento de oito formulagdes, em triplicata, totalizando 24 experimentos possiveis,
contendo diferentes concentraces de PVA (0 ou 5%), alginato de sddio e CaCl,. Para este, 0
Microsoft Office Excel 16 foi utilizado. A tabela 3 fornece a composi¢do das formulagdes

planejadas.
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Tabela 3. Formulagdes desenvolvidas variando-se as concentragdes de CaClz, alginato de
sodio e Propolis Vermelha de Alagoas (PVA).
Ordem Aleatéria  Ordem de Execucdo % CaCl; % Alginato de Sodio %PVA

das Triplicatas das Triplicatas das

das Formulagdes FormulagGes

15 1 0,5 2 5
2 2 1 1 0
13 3 0,5 1 5
1 4 0,5 1 0
22 5 1 1 5
20 6 1 2 0
11 7 0,5 2 0
18 8 1 1 0
17 9 0,5 1 0
10 10 1 1 0
24 11 1 2 5
5 12 0,5 1 5
12 13 1 2 0
3 14 0,5 2 0
7 15 0,5 2 5
19 16 0,5 2 0
21 17 0,5 1 5

18 1 1 5
4 19 1 2 0

20 1 2 5
16 21 1 2 5
23 22 0,5 2 5
14 23 1 1 5
9 24 0,5 1 0

Fonte: Autor, 2022.

Inicialmente, os microencapsulados alginato de sédio contendo PVA foram preparados
em um baldo volumétrico de 200 mL, onde foi adicionada uma solugdo de 200 mL de alginato
de sddio (a 1 ou 2%) e 5% de PVA. Para os beads brancos, PVA néo foi adicionada. Em seguida,
as amostras prontas foram colocadas em 4 frascos onde foram rotuladas com respectivos nomes

e concentracOes (Figura 10) e, subsequentemente, mantidas sob refrigeracdo (5 °C). O potencial
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hidrogenionico (pH) das amostras (20 mL) foi avaliado por pHmetro para se obter informacdes

sobre acidez e basicidade das mesmas.

Figura 10 — Amostras de alginato de sodio e PVA (A) e pHmetro utilizado na
determinacao da acidez/basicidade (B).

Fonte: Autor, 2022.

4.1.2 Microencapsulados (beads) obtidos utilizando um aerégrafo como método de extruséo

Essa variacdo do método de extrusdo foi utilizada com o objetivo de se obter particulas
de diametros reduzidos. Para isso, foi utilizado um aerégrafo acoplado a um mini-compressor
de ar (Consumo de ar do aerdgrafo: 0,07 pcm (2 L/min); Presséo de trabalho do aerografo: 50
Ibf/pol?; Diametro do bico: 0,4 mm). Abaixo, um esquema representativo para 0 método de

extrusao acoplado a um mini-compressor de ar € mostrado abaixo (Figura 11).

Figura 11 — Processo de microencapsulacéo utilizando um aerografo acoplado a um mini-

compressor de ar.

Saida do jato

Alginato de sodio
& PVA

CaClL,

Mini-compressor de ar

Fonte: ETCHEPARE et al., 2016.

Assim, 10 mL de uma solugéo de alginato de sodio a 2% e PVA (5%), em um Becker
de 100 mL, com agitacdo de 700 rpm. Em seguida, a solucdo resultante foi adicionada ao
aerografo para proceder a extrusdo. Colocou-se em um outro Becker (posicionado abaixo do

aerografo) contendo 80 mL de uma solucdo de CaCl» (0,5%) em agitacdo vigorosa (700 rpm),
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sem aquecimento. A pressdo do jato do aerografo foi mantida constante. Depois que 0s 10mL
da solucéo foram totalmente jateados a solugdo de CaCl. a 0,5%, as microesferas permaneceram
sob agitacdo durante 20 minutos, para que as mesmas ganhassem maior espessura de suas
paredes, assim, aumentando a sua capacidade de resisténcia a ruptura mecanica (RACOVITA
et al., 2009; PASQUALIM et al., 2010). Por fim, os beads gerados foram coletados, apds
filtracdo a vacuo, e mantidos posteriormente em filtros de papel, permanecendo em dessecador
durante 48 horas. Apos o processo de lavagem das microesferas, estas foram colocadas em
placas de Petri para perderem umidade no processo de secagem, utilizando silica em um
dessecador.

4.1.3 Obtencéo de microencapsulados pelo método de gelificacdo i6nica

Para a obten¢do dos beads pelo método de gelificacdo ibnica foi utilizada uma seringa
de vidro de 20 mL, onde se colocou 10 mL de amostra (branco: alginato de sddio (2%) apenas;
ativo: alginato de sédio (2%) e PVA (5%). Esta foi gotejada em uma solucéo gelificante em um
Becker contendo 80 mL de solucdo de CaCl» (0,5%), com agitacdo a 700 rpm, a temperatura
ambiente. A medida que as gotas entraram em contato com solugio de CaCl,, as mesmas
assumiram forma esféricas, ocorrendo a gelificacdo idnica propriamente dita. Depois que 0s 10
mL da solucdo foram totalmente gotejados na solucdo gelificante, as microesferas
permaneceram sob agitacdo durante 20 minutos, para que as esferas ganhassem estabilidade
mecanica, como mostrado na figura 12. ApoOs esse tempo, as microesferas passaram pelo
processo de lavagem para retirar a solucdo residual de CaCl». As esferas formadas na solucéo
de CaCl, foram transferidas para um funil de 75 mm, onde foram lavadas com &gua destilada
pelo menos 6 vezes. Em seguida, estas foram colocadas em placas de Petri para perderem

umidade no processo de secagem com silica em um dessecador.

Figura 12 — Método de extrusao por gotejamento para a gelificagdo ionica.

Fonte: Autor, 2022.
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4.2 Avaliacdo dos Microencapsulados contendo PVA por Meio da Perda de Massa via

Analise de Umidade

Foi pesado e verificado o peso médio das formulagdes produzidas em uma balanca
analitica de quatro casas decimais da Shimadzu série AUX. Para isso, as amostras foram
pesadas imediatamente apds a retirada da solucdo/lavagem e, em seguida, as mesmas foram

pesadas durante 3 semanas, sendo uma vez por semana.

4.3 Caracterizacao das Composi¢oes dos Microencapsulados de PVA Usando Técnica de

Microscopia Eletrénica de Varredura (SEM)

A SEM foi usada para obter fotomicrografias das morfologias observadas nos
microencapsulados. O aparelho Vega Il TESCAN, operando em 15 kV, com aumentos de
x100, x200, x500, x1000, x2000 e x5000, foi usado para obtencdo das fotomicrografias das
formulacdes, com distancia de trabalho de 15,97 mm. Para se achar o diametro das particulas
foi utilizado um software VEGA TESCAN. Os microencapsulados (beads) foram fixados com
fita adesiva dupla-face de carbono e, entdo, revestidos com ouro 40 mA, sob vacuo e analisado
em equipamento Hitachi®, modelo TM 3000. Durante as analises, uma corrente de 45 mA por

200 segundos e aceleracdo de voltagem igual a 20 kV.

4.4 Caracterizacdo das Composicbes dos Microencapsulados de PVA por
Espectrofotometria de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) com
Reflectancia Total Atenuada (ATR)

Foram realizados 24 experimentos de FTIR-ATR, onde as referidas formulagdes foram
submetidas a leitura na faixa de 4000 a 400 cm™, para obtenc&o dos espectros. Inicialmente, um
branco foi realizado para remover os ruidos e interferentes do ambiente, usando 32 scans. Em
seguida, um bead de cada triplicata obtida foi posicionado no prisma do aparelho para obtencao
dos correspondentes espectros de FTIR-ATR. Por fim, os resultados foram tratados no software

IRsolution, Shimadzu.
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4.5 Caracterizagcdo das Composi¢oes dos Microencapsulados Contendo PVA por

Termogravimetria (TG)

A curva termogravimétrica foi obtida por equipamento da Shimadzu, modelo TGA —
51H. Foi usada para curva de TG uma massa no valor de 5,961 mg, disposta em um cadinho de
platina, razdo de aquecimento, 10°C-minte tendo como faixa de temperatura de 10 a 900 °C,

em atmosfera ar.

4.6 Caracterizacdo das Composi¢fes dos Microencapsulados Contendo PVA por

Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

As curvas calorimétricas (do inglés, differential scanning calorimetry) das amostras
foram obtidas em um calorimetro modelo DSC 60 da Shimadzu, utilizando uma massa de
2,0 £ 10% mg, embalado em um cadinho de aluminio hermeticamente fechado via prensa. A
taxa de aquecimento foi de 10 °C/min, iniciando em 19°C e finalizando em 600 °C, sob

atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50 mL/min.

4.7 Avaliacédo do Conteudo dos Microencapsulados Contendo PVA

4.7.1 Teste de solubilidade dos microencapsulados obtidos por gelificacdo ibnica por
gotejamento

As formulacdes obtidas pelo método de gotejamento foram submetidas ao ensaio de
dissolucdo para avaliar a solubilidade das mesmas e a velocidade de dissolucdo dos beads, bem
como, verificar se havia a presenca de PVA no contetdo dos beads (que foi posteriormente
confirmado por HPLC-DAD). Inicialmente, para analisar a solubilidade das formulagdes
obtidas, foram feitos testes com EDTA e citrato de sodio (agentes quelantes). Foram pesados
15 mg dos beads de alginato de sddio, 9 mg de EDTA e 5 mg de citrato de sddio, e colocados
em tubos para analise em triplicatas. No tubo 1 foram colocados 15 mg de beads contendo
alginato de sédio e 9 mg de EDTA e volume total de 2 mL &gua destilada, rendendo uma solucéo
a 0,02% (p/v) do agente complexante. No tubo 2 foram colocados 15 mg de beads contendo
alginato de sodio e 5 mg de citrato de s6dio em 2 mL de dgua destilada, rendendo uma solucgéo

a 0,02% (p/v) do agente quelante. No tubo 3 foram colocados 15 mg de beads contendo apenas



36

alginato de sddio, 4,5 mg de EDTA, 2,5 mg de citrato de sddio e 2 mL de agua destilada,
rendendo uma 0,02% (p/v). Os tubos foram colocados em um agitador magnético a temperatura
ambiente. Foi analisado a cada 60 minutos, afim de verificar a solubilidade das amostras. Apés
24 horas, verificou-se que o tubo 3 apresentava a melhor solubilizag&o dentre as demais. Em
seguida, o pH das trés amostras presentes nos tubos 1, 2 e 3 foi determinado por pHmetro.

Todos os passos desta etapa foram realizados em triplicatas.

4.8 Quantificacdo de Constituintes Fitoquimicos dos Presentes na Formulacdo de
Microencapsulados Contendo PVA por Cromatografia Liquida de Alta-Eficiéncia com
Deteccédo de Arranjo Diodo (HPLC-DAD)

Para a realizacdo das analises de HPLC-DAD foi necessario extrair o contetdo dos
beads (ap0ds a solubilizagdo dos mesmos, como descrita no topico anterior) via extracdo liquido—
liquido, usando acetato de etila como solvente extrator, em triplicatas. As triplicatas foram
colocadas em um Becker, onde foram adicionados 20 mL de acetato de etila P.A. Apds isso, 0
conteddo do Becker foi depositado em um funil de separacdo para obtencdo das fracdes
organica e aquosa. A substituicdo da fase aquosa foi realizada quatro vezes (adicionando-se 20
mL de &4gua a cada extracdo) para remover completamente os residuos de quelantes e alginato.
Posteriormente, 1 mL da fracdo organica foi extraida para analise da via HPLC-DAD, com
coluna C18 Phenomenex (15 cm; 5 um D). O mesmo operou nos seguintes parametros: corrida
de 47 min, fluxo de 0,3 mL/min, com 2 pL de volume de injecédo, forno a 33 °C, e com fase
movel em gradiente de acetonitrila e &gua mili-Q, variando de 30 a 100% de acetonitrila. Por
fim, os compostos foram identificados e quantificados utilizando curva de
calibracdo/quantificacdo desenvolvida pelo Laboratério de Analises Farmacéuticas e
Alimenticias (LAFA), publicada por NASCIMENTO et al. (2016).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacédo dos Microencapsulados contendo PVA por Meio da Perda de Massa Via

Analise de Umidade

Apbs a obtencdo (~30 g/experimento) dos beads, foi possivel observar que apos a
lavagem das formulagdes (Figura 13A). Os beads contendo alginato de sodio e PVA
apresentaram-se com formas esféricas intumescidas e com coloragdo amarelo intenso (Figura
13B). Ja os beads contendo apenas alginato de sddio também apresentaram formas esféricas,
porém sem coloracdo (Figura 13C). Houve variagdo no numero de beads por experimento. As

formulacdes foram pesadas trés vezes para observar a perda de umidade.

Figura 13 — Beads contendo alginato de sodio (1%) + PVA (5%) (em A e B), beads com

Fonte: Autor, 2022.

Dessa forma, verificou-se que tanto amostras de PVA e alginato e aquelas contendo
apenas alginato apresentaram massas semelhantes, como demonstradas na tabela 4. Entretanto,
0s pesos médios dos beads foram avaliados considerando as concentracdes alginato e PVA,

como descrito adiante.



38

Tabela 4. Relagdo da pesagem das formulag¢des com a perda de umidade.

Formulacao Massa ()

Instante zero* 12 Semana 22Semana 32 Semana

1 35,248 32,019 32,019 32,019
2 44,863 39,277 39,276 39,275
3 34,896 31,788 31,784 31,784
4 32,569 29,302 29,299 29,298
5 31,356 28,961 28,960 28,960
6 31,879 28,768 28,767 28,766
7 30,899 28,843 28,841 28,841
8 30,702 29,777 29,776 29,775
9 32,051 29,845 29,844 29,843
10 33,258 30,349 30,344 30,344
11 30,369 28,550 28,550 28,550
12 31,125 29,075 29,071 29,071
13 32,659 29,364 29,364 29,364
14 30,694 28,913 28,912 28,912
15 33,258 39,697 39,697 39,697
16 30,465 29,314 29,313 29,311
17 32,168 30,104 30,104 30,104
18 39,324 35,942 35,941 35,941
19 23,164 21,396 21,391 21,391
20 29,468 26,254 26,253 26,253
21 34,786 31,237 31,237 31,236
22 33,335 30,457 30,456 30,456
23 31,586 29,279 29,275 29,275
24 33,245 30,652 30,649 30,649

Fonte: Autor, 2022. *: Instante zero significa pesagem apos filtracdo e lavagem dos beads, durante o processo de

obtencdo dos mesmos. As massas dos beads na tabela correspondem ao conjunto.

As trés pesagens das formulag6es, em semanas diferentes, mostram o processo de perda
de umidade e secagem dos beads. Na medida em que os valores das massas das formulacgdes
foram estabilizados foi possivel perceber que os beads estavam secos. Considerando todas as

amostras obtidas, tem-se que: a meédia da pesagem do primeiro dia teve valor de 30,38 + 3,72
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g. Em adicdo, a média do segundo dia de pesagem teve valor de 30, 38 + 3,72 g. Por fim, a
média do terceiro dia de pesagem teve o valor de 30,38 £ 3,72 g. N&o teve variacdo do peso
médio. Ja considerando as amostras contidas em quatros grupos, sendo (1) PVA (5%) + alginato
de sodio (1%) + CaCl» (0,5%), (2) PVA (5%) + alginato de sddio (2%), (3) Alginato de sodio
(1%) + CaCl, (0,5%), e (4) Alginato de sodio (2%) + CaCl. (1%), observou-se valores de 29,611
+ 1,002 g, 30,921 + 4,394 ¢, 32,916 * 3,856 g, e 24,926 + 7,115 g, respectivamente. Quando
comparando os grupos 1 e 3, pode-se afirmar que as formulages “branco” contendo apenas 1%
de alginato de sédio apresentam um maior peso médio, 0 que sugere que estas absorvem mais
agua do meio. Ja comparando-se 0s grupos 2 e 4, observa-se o inverso, as formulagfes contendo
2% de alginato de sddio resultam beads com pesos médios inferiores aqueles obtidos para
formulacdes contendo PVA (5%) + alginato de sddio (2%), mesmo considerando os valores de

desvio padrdo. Abaixo, a figura 14 mostra os beads depois do processo de secagem.

Figura 14 — Formulagdes n° 7, 16, 23, 17, 11 e 20 obtidas pelo método de gelificacéo idnica

por gotejamento e ap0os 0 processo de secagem com silica em dessecador

Fonte: autor, (2022).

Apo6s o processo de secagem foi possivel observar que algumas formulagbes se
mantiveram esféricas, como os beads contendo PVA e alginato de sédio, enquanto outras
perderam suas morfologias definidas. A maioria dos beads de alginato de sédio sem a PVA
também perdeu a forma esférica. Para observar se as formulagdes perderam ou mantiveram a

forma foi preciso analisar as mesmas por meio da microscopia eletrénica de varredura (SEM).
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5.2 Caracterizagao das Composi¢des dos Microencapsulados de PVA Usando Técnica de

Fotomicrografia (SEM)

5.2.1 Microencapsulados utilizando um aerdgrafo como método de extruséo

A técnica de extrusdo utilizando um aerdgrafo foi utilizada para obtencdo de
experimentos de microencapsulados de PVA e alginato de sédio. Essa técnica € muito
pesquisada para o desenvolvimento de particulas ou filmes a partir da solucao de alginato de
sodio (FARIAS, 2018). A medida que foram desenvolvidos os experimentos, percebeu-se
aparentemente que os beads ndo estavam sendo formados. Ao Inveés disso, filmes de PVA e
alginato de sodio estavam sendo obtidos. Segundo Rodrigues (2015) a obtencdo de filmes,
comega pelo desenvolvimento do gel através de ligagdes intra e intermoleculares cruzadas entre
as cadeias do alginato de sodio, o que forma uma matriz tridimensional semirrigida.

Ap0s o processo de secagem em um dessecador contendo silica, analises de microscopia
eletronica de varredura (SEM) confirmaram que se tratava de uma mistura de filme e beads de
PVA. Na figura 15, uma fotomicrografia de uma formulacdo contendo PVA 5% obtida via

aerografo.

Figura 15 — Microfotografias de uma formulacdo de microencapsulados contendo 5%
PVA obtida por aerdgrafo.

¢
r=17/69 um

SEM HV: 15.0 kV WD: 9.59 mm | | VEGA3 TESCAN SEM HV: 15.0 kV WD: 9.59 mm | | VEGA3 TESCAN
View field: 102 pm Det: SE 20 pm View field: 170 pm Det: SE 50 pm
SEM MAG: 2.04 kx Date(m/dly): 10/26/21 IFAL/ICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA SEM MAG: 1.22 kx |Date(m/dly): 10/26/21 IFAL/ICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA

Fonte: Autor, 2022.
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As fotomicrografias mostram algumas microparticulas esféricas com diametros
variando entre 2, 31 e 22,78 um. Dentre todas as composi¢des analisadas, a triplicata n°® 15 (0,5
CaCl, + 2% alginato de sodio + 5% PVA) foi analisada pelo SEM. Entretanto, o intuito do
referido estudo é a obtencdo de microencapsulados contendo PVA e ndo um filme. Portanto, a
técnica empregada levou a formagdo de uma grande quantidade de filme e por conta disso
resolve-se interromper 0s experimentos e comecar utilizando outro método para a obtencéo dos
microencapsulados. Dessa forma, decidiu-se mudar o método de extrusdo para obtencdo dos

beads.

5.2.2 Microencapsulados obtidos por extrusao via gotejamento

Os microencapsulados contendo PVA (0% a 5%) e alginato de sddio (1% a 2%) foram
submetidos a anélise da SEM para avaliar a morfologia externa das microparticulas das
formulacdes. Com a referida analise foi observado que as fotomicrografias revelaram uma
superficie irregular. A microencapsulacdo do extrato de propolis com alginato de sddio (Figura
16 — A, C, G, H) resultou em microencapsulados com formato e superficie mais uniforme e
com poucas rugosidades, além de tamanhos variados. As microparticulas produzidas apenas
com alginato de sodio sem a PVA (Figura 16 — B, D, E, F) ndo apresentam formato esférico,
superficies com concavidades e tamanhos variados. Na figura 16 encontra—se ilustrada 8
formulacdes que foram realizadas em triplicatas, contendo PVA e alginato de sédio e apenas
alginato de sodio.

Figura 16 — Fotomicrografias das Formulacdes: (A) e (G) PVA (5%), alginato de Sodio
(2%); (B) e (D) PVA (0%), alginato de sédio (190); (C) e (H) PVA (5%), alginato de sodio
(1%); (E) e (F) PVA (0%0), alginato de sodio (2%0).

SEM HV: 20.0 kV WD: 10.80 mm Ll SEM HV: 20.0 kV 2 15.41 VEGAS TESCAN|
View fleld: 2.30 mm Det: SE 500 ym View field: 1.39 mm

SEM MAG: 90 x | Date(m/dly): 02/07/22 IFAL/ICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA SEM MAG: 149 x  Date(m/dly): 02/07/22 IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA
NS17a
NS17a
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WD: 9.03 mm | VEGA3 TESCA
Det: SE 500 pm.
78x  Date(midly): 02/07/22 IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA

SEMHV:200kV | WD:16.00mm |, | SEM HV: 20.0 KV WD: 15.00 mm | L1l VEGA3 TESCAI
View field: 3.09 mm Det: SE 500 um View field: 2.60 mm Det: SE 500 pm
SEM MAG: 67 x | Date(m/dly): 02/07/22 IFAL/ICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA SEM MAG: 80 x |Date(midly): 02/07/22| IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA
NS17a

)

SEMHV: 200KV, WD: 880 mm 0 “1 " VEGA3 TESCA SEM HV: 20.0 KV WD: 14.90 mm 1 VEGA3 TESCA

Det: SE A View field: 4.74 mm Det: SE 1 mm

X |Date(midly): 02/07/22| IFALICAMPUS MACEIOILAB.QUIMICA SEMMAG: 44 x | Date(midly): 02/07/22 IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA

Fonte: Autor, 2022. N° das Formulag@es: (A) 15; (B) 2; (C) 13; (D) 1; (E) 20; (F) 11; (G) 16 e (H) 22. As
concentragdes de cloreto de calcio (CaCly) variaram entre 0,5% a 1% nas formulagdes.

Em quase todas as formulacdes foi possivel observar microencapsulados que
apresentam cavidades e caracteristicas de particulas vazias. Em seus estudos, RAFFIN (2006)
mostrou que as microparticulas que possuem caracteristicas de uma particula vazia (murcha)
sdo formadas por forcas de retracdo desiguais que ocorrem a medida que as microesferas
perdem umidade. Paralelamente, ALMEIDA (2017), em seu estudo envolvendo
microencapsulacao de PVA usando caseina, obteve particulas com aspecto murcho e cavidades
na superficie, sugerindo que a caseina ndo encapsulou a PVA efetivamente. Os resultados das
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fotomicrografias apresentada mostram que particulas com aspectos vazios e com cavidade na
superficie, observadas nas diferentes formulagdes, trata-se do alginato de sédio que néo
encapsulou o extrato de PVA e se encontra disperso.

A grande maioria das formulacgdes e suas triplicatas demonstraram aglomeragdes nas
microparticulas. Segundo ANDRADE et al. (2018), a aglomeragdo é uma caracteristica tipica
do tipo de secagem das particulas obtidas.

Dentre os microencapsulados das formulacGes contendo PVA e alginato de sodio
demonstradas nas fotomicrografias (A, C, G e H) a que apresenta melhor morfologia esférica,
menos cavidade, parede lisa e menos rugosidade é a fotomicrografia da triplicata 16 (G). J4 em
relacdo aos microencapsulados das fotomicrografias (B, D, E e F) apenas contendo alginato de
sodio, revelam particulas com cavidade, rugosidade, com aparéncia vazia e com fissuras em
sua parede. Sendo assim, todos os experimentos das oito formulagfes realizadas em triplicatas,
as triplicatas que melhor apresentaram resultados pelo SEM foram as de n° 8, 16 e 24, onde
percebe-se a microencapsulacdo do extrato de PVA. Sendo que das trés triplicatas contendo
PVA (5%) e alginato de sodio (2%), a de n° 24 apresentou microencapsulados com parede mais
lisa, poucas cavidades, tamanhos de particulas (didmetro) uniformes e formacédo de filme
continuo na parede externa. Abaixo, na tabela X é mostrada as caracteristicas morfologicas das

formulagbes em triplicatas.

Tabela 5. Formulagdes em triplicata e suas principais caracteristicas morfoldgicas

N° da Tamanho da Particula Forma da particula Aparéncia Fisica da
Triplicata (diametro em um) particula
da
Formulacéo

1 420 — 494 N&o esférica Vazia

2 322 - 449 N&o esférica Vazia

3 411-523 Néo esférica Fissuracoes, deformacdes e

particula vazia

4 271 -573 Esférica e ndo esférica Fissurac0es e sulcos

5 347 — 491 Néo esférica Parede externa rugosa, nao
lisa e particula vazia

6 500 - 635 Na&o esférica Vazia, Parede externa rugosa

e com fissuracdes

7 329 - 493 Esférica e ndo esférica Parede externa lisa,
fissuracGes e sulcos

8 267 — 383 Esférica Parede externa Lisa, poucas

fissuracgdes, rugosidade e
aglomeradas
9 295 — 564 Nao esférica Parede externa ndo lisa,
fissuracOes, particulas vazias
e aglomeradas
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10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

328 -701

326 — 485

301 - 537

210 - 309

314 - 488

217 —552

287 —500

352 — 467

329 - 459

365 —532

299 — 485

319 -423

375-632

187 — 468

358 — 300

Nao esférica

Nao esférica

Nao esférica

N4ao esféricas

Nao esférica

N&o esférica

Esférica

N&o esférica

N&o esférica

Néo esférica

Esférica e ndo esférica

Nao esférica

Nao esférica

Nao esférica

Esférica

Aglomeradas, vazias,
fissuracoes e lisas
Fissurag6es, sulcos e parede
externa lisa
Aglomeradas, parede externa
lisa e poucas fissuracoes
Aglomeradas, parede externa
ndo lisa, fissuracdes, sulcos e
rugosa
Aglomeradas, vazia, Parede
externa rugosa, com
fissuracOes e sulcos
Aglomeradas, parede externa
rugosa, fissuragdes e sulcos
Aglomeradas, parede externa
lisa, fissuragOes e sulcos
Vazia, parede externa
rugosa, fissuragdes e sulcos
Vazia, Parede externa rugosa
e fissuracbes
Aglomerada, Parede externa
rugosa, fissuragdes e sulcos
Aglomerada, parede externa
com fissurac@es e sulcos
Parede externa rugosa,
fissuragdes e impureza
Vazia, parede externa
rugosa, fissuragdes e sulcos
Aglomerada, parede externa
rugosa, fissuragdes e sulcos
Parede externa lisa e poucas
fissuracdes

Fonte: Autor, 2022.

A partir destas analises foi possivel observar que boa parte das microcapsulas se

apresentou relativamente ndo esféricas e com algumas fissuras, sulcos e/ou depressdes em suas

paredes externas. A figura 16 mostra as fotomicrografias dos microencapsulados gerados a

partir da triplicata n® 24, obtidas com aumentos de x100 e x5000. Foi possivel verificar que esta

triplicata apresentou a morfologia mais definida e compativel com microesferas. Segundo

TONON et al. (2009), particulas que apresentam aspectos de superficie lisa e uniforme

promovem uma melhor cobertura para envolver os compostos, dificultando reacdes de

degradacéo, como a oxidacao.
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Figura 17 — Fotomicrografias da triplicata n® 24 de microencapsulados contendo PVA.
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Fonte: Autor, 2022.

As fotomicrografias mostram particulas esféricas com o didametro variando entre 330,8
e 337,51 um. A relativa uniformidade no diametro das microesferas se deve a viscosidade da
solucdo de PVA, do didmetro do orificio de gotejamento e da distancia entre a sua saida e a
solucdo gelificante (2,5 cm). Os encapsulados foram classificados de acordo com o tamanho de
suas particulas, que variaram entre 1 a 1000 pum, assim, podendo ser chamados de
microencapsulados (VYAS e KHAR, 2006). Dentre todas as composi¢Oes analisadas, a
triplicata n® 24 (1% CaCl>+ 2% alginato de sodio + 5% PV A) apresentou os melhores resultados
por MEV. Entretanto, faz-se necessario verificar os indices de encapsulagdo de PVA. A média

de tamanho das esferas tem o valor de 358,68 + 30,56 um.

5.3 Caracterizacdo das Composigdes dos Microencapsulados de PVA por
Espectrofotometria de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) empregando
Reflectancia Total Atenuada (ATR)

A espectroscopia infravermelha consiste basicamente na interagdo da radiacdo
infravermelha com a matéria, fornecendo informacGes sobre as vibracdes moleculares
presentes no material. Conforme mostrado na Figura 18, a transformada de Fourier da
espectroscopia de infravermelho tem uma alta relacdo sinal-ruido e é um método analitico

padrdo frequentemente usado para caracterizar estruturas de polimeros como alginato de
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sddio (PASQUINI, 2003; CARNEIRO, 2004). Abaixo, na figura 18 um espectro de FTIR ¢

mostrado para alginato de sddio.

Figura 18 — Espectro de FTIR para a formulagdo de alginato de sodio (2%) e sem PVA.
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Fonte: Autor, 2022.

O espectro no infravermelho obtido para o alginato de s6dio mostra dois picos em 1635
cm! existe um estiramento fraco—médio para v(C=C) e em 3309 cm™* corresponde & deformagéo
axial de grupo hidroxila 6(O—H). Resultados condizentes com o trabalho de (FERNANDES,
2016).

Essa técnica também foi utilizada para verificar grupos funcionais organicos que se
encontram em alguns metabdlitos secundarios presentes na PVA, tais como os flavonoides,
flavonas, compostos fendlicos, terpenos, dentre outros. Os flavonoides possuem subclasses que
por sua vez possuem grupos funcionais organicos como carbonilas, grupo OH, aromaticos e
alcenos referente a flavonoides e isoflavonoides (formononetina) e chalconas presentes no
extrato de PVA. Com isso, verificou-se na triplicata n® 24 (Figura 19) a presenca desses

grupamentos organicos nos espectros de FTIR.

Figura 19 — Espectro de FTIR para a triplicata n° 24.
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Fonte: autor, 2022.
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Nesse espectro, em 1043 cm™ existe um estiramento forte para v(C-0), em 1622 cm*
um estiramento fraco-médio condizente com grupo v(C=C), em 2995 cm™ apresenta-se uma
deformacio axial v(C—H), ja em 3300 cm™ ha uma banda de deformagéo correspondente a
presenca de hidroxila na amostra, 3(O—H). Por fim, o FTIR da triplicata n® 24 sugere possuir
grupos funcionais tipicos encontrados nos constituintes da PVA. Todos os resultados de FTIR
para as bandas em estiramentos reportadas nessa dissertacéo estdo de acordo com o trabalho de
REDONDO, 2018.

5.4 Caracterizacdo das Composi¢des dos Microencapsulados Contendo PVA por

Termogravimetria (TG)

A figura 18 apresenta degradacdo térmica das microcapsulas contendo PVA. Na curva
de TG, verifica-se uma perda inicial de 15,014% (0,895 mg) da massa até atingir temperatura
de 209,38 °C, evento que pode estar associado a eliminacdo de umidade adquirida e
despolimerizacdo das cadeias glicosidicas da PVA (ALMEIDA, 2017). A despolimerizacéo das
cadeias glicosidicas € a degradacdo de uma macromolécula em moléculas mais simples como,
por exemplo, a liberacdo de monossacarideos (BERG et al., 2004). Um segundo evento de perca
de massa (46,083%), referente a variacdo da temperatura de 209 a 601,20 °C, esta relacionado
com a decomposicdo do material organico contido na formulacdo de PVA, bem como,
degradacdo termo-oxidativa da amostra, correspondente a 2,74 mg da triplicata. Por fim, ao
atingir 898,94 °C, observa-se uma terceira perda de massa (10,334%), correspondendo a 0,616
mg. Esta esta associada a carboniza¢do da amostra. Os somatorios destes eventos correspondem
a 71,431% da perda de massa total da amostra de beadscontendo 5% de PVA, da triplicata n°
24; onde o residual da massa usada corresponde as cinzas resultantes do processo de analise. A

tabela 5 sumariza os dados fisico-quimicos obtidos a partir da curva de TG.
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Figura 19 — Curva termogravimétrica da triplicata n° 24 contendo PVA 5%
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Fonte: Autor, 2022. Analise realizada em 21/04/2021. Em vermelho: Curva termogravimétrica (TG) referente a
triplicata n°® 24; Em rosa: A derivacdo a segunda da curva termogravimétrica, gerando DTG; Em azul: Eventos de

percas de massa ao longo da analise.

Tabela 6. Sumario fisico-quimico para a curva TG da triplicata n® 24 sob fluxo de

nitrogénio a 50 mL/min.

Ti/°C T/ °C Perda de massa%
1° Evento 50 209 15,01
2° Evento 209 601 46,08
3° Evento 601 898 10,33

Fonte: Autor, 2022. T;: temperatura inicial; Tr. temperatura final.

5.5 Caracterizacdo das Composi¢des dos Microencapsulados Contendo PVA por
Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

Na figura 19 s@o mostradas as curvas calorimétricas obtidas por DSC para o alginato de
sodio puro (vermelho), microencapsulados de PVA pertencentes a triplicata n® 24 (azul) e
microencapsulados obtidos a partir de 2% de alginato de sodio e 1% de CaCl,, sem PVA (preto).
Inicialmente, verifica-se que o alginato de s6dio apresenta uma oscilagdo da curva em 80 °C,
caracterizando um evento endotérmico, que provavelmente pode estar associado a perca de

compostos volateis e perda de &gua. Posteriormente, observam-se dois picos de eventos
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exotérmicos, sendo estes em 220 e 330 °C, em que o primeiro deste pode estar associado a fusdo
do material. J& o segundo pico ter sido original a partir da degradacdo do préprio material ou
impurezas presentes na amostra. Ainda, a fei¢do estreita dos picos fornece a informacéo de que
se trata de um material semicristalino. Com relacéo a triplicata n° 24, percebe-se um acentuado
evento endotérmico inicial, em ~90 °C, que pode estar associado a perca de umidade da amostra.
Em 197 °C nota-se um modesto evento exotérmico, compativel com a transicdo vitrea (glass
transition) do material, referente a estrutura polimérica da formulacdo. Entre 250 e 300 °C
observa-se um evento exotérmico sutil, sugerindo a decomposi¢do dos constituintes da PVA.
Por fim, € possivel verificar a presenca de um pico muito acentuado para um evento exotérmico
(entre 500 e 570 °C), sugerindo que a triplicata n® 24 tem uma grande habilidade de resistir a
altas temperaturas e, de certo modo, protegendo seu recheio, nesse caso a PVA. A formulacgéo
sem PVA exibiu um perfil muito similar. Entretanto, o seu pico endotérmico mais evidente foi
encontrado ligeiramente deslocado para a esquerda, iniciando em 487 °C e finalizando em
535 °C. Tal fato sugere que a formulacdo contendo PVA é ainda mais resistente a degradacédo
térmica. Por fim, tanto a formulacdo sem PVA e a triplicata n° 24 apresenta comportamento

tipico de um material amorfo, considerando a fei¢éo de seus picos no DSC.

Figura 20 — Curvas de DSC para os microencapsulados contendo PVA da triplicata n° 24
(2% alginato de sodio + 1% CaCl,).
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Fonte: Autor, 2022.
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5.6 Avaliacéo da composi¢ao dos microencapsulados de PVA

5.6.1. Avaliacdo da solubilidade dos microencapsulados (beads) usando agentes quelantes
(EDTA e Citrato de Sodio)

Agentes quelantes sdo moléculas responsaveis por conjugar ions metalicos por meio
de ligagcdes covalentes coordenadas para formar complexos com estruturas em anel. Os
compostos formados por todos esses componentes sdo chamados de quelatos (FLORA e
PACHAURI, 2010).

Um importante parametro utilizado na caracterizagdo quimica é a solubilidade dos
compostos organicos presentes nos microencapsulados de PVA. Esse teste foi utilizado para
predizer a presenca ou auséncia de grupos funcionais. O teste de solubilidade em primeira
analise permite classificar um composto como acido, basico ou neutro. Sdo realizadas em agua,
solucdo de EDTA, citrato de sodio, hidroxido de sodio, solucéo de bicarbonato de sodio, &cido
cloridrico diluido, éter e acido sulfarico concentrado (SOLOMONS, FRYHLE, 2004). Com
isso, solubilizou — se os beads contendo PVA e sem PVA, para perceber se 0S mesmos
liberavam seus conteudos. Foi perceptivel que apds 3 horas, de agitacédo dos tubos que continha
0s beads de PVA, foi possivel perceber o inicio da solubilizagdo dos beads (Figura 21),
acompanhado de um suave turvamento da solucdo, indicando que o contetdo dos beads estava
sendo liberados para a solucgdo. Entretanto, a cada 60 minutos os tubos foram verificados para
avaliar a solubilidade das formulagGes/triplicatas. Apos um periodo de 24 horas sob agitacgéo,
0s tubos contendo as formulag6es apresentavam-se completamente soltveis. A figura 21 mostra
como ficaram os beads apds solubilizacdo. Foi possivel observar uma mudanca na coloracao
da solucéo dentro dos tubos que continham PVA, pois demonstra que o EDTA e o citrato de
sodio juntos foram capazes de dissolverem os beads. O tubo 1, que continha apenas EDTA,
possuia pH de 5,1. O tubo 2, que continha apenas o citrato de sodio, apresentou pH de 5,5;

enguanto o tubo 3, contendo citrato de sodio e EDTA, exibiu pH igual a 4,0.
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Figura 21 — Aspecto do estudo de solubilidade das triplicatas dos beads do inicio de
PVA.

Tempo Zero
Fonte: Autor, 2022.

Figura 22 — Aspectos dos tubos contendo os beads de PVA apds solubilizacdo com EDTA

Fonte: Autor, 2022.

5.7 Deteccéo dos Constituintes dos Microencapsulados Contendo PVA por Cromatografia
Liquida de Alta-Eficiéncia (HPLC) com Detector de Arranjo Diodo (DAD)

5.7.1 Determinacdo dos marcadores de PVA usando HPLC-DAD

Inicialmente, as amostras foram extraidas com uma mistura de acetato de etila e agua
(1:2), onde as fases orgénicas coletadas foram juntas e evaporadas, para concentrar o contetdo
dos mesmos. Uma pequena fracéo foi coletada, diluida em metanol grau HPLC e analisada.

Para se obter um padréo de comparacéo para a triplicata n® 24, uma corrida com o extrato
bruto comercial Beeva®, usando uma concentragio de 500 pg/mL, foi realizado por HPLC-
DAD. Dessa forma, a partir da analise do cromatograma obtido (Figura 22), sete metabolitos
tipicos da PVA foram identificados pelo tempo de retencdo comparando os padrdes analiticos
e 0 extrato e microencapsulados, sendo eles uma flavanona: liquiritigenina (1), um flavonol:
pinobanksina (3), uma chalcona: isoliquiritigenina (4), um flavonoide: pinocembrina (6), e trés
isoflavonas: daidzeina (2), formononetina (5) e biochanina A (7). As estruturas quimicas destes

estdo mostradas na figura 23.
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Figura 23 — Perfil cromatografico para a amostra de extrato bruto comercial da marca

Beeva.
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Fonte: Autor, 2022. Cromatograma obtido usando-se concentracdo de 500 pg/mL; fluxo de 0,3 mL/min; presséo
inicial de 50 kgf/cm?; gradiente de solventes (Acetonitrila/agua). 1: Liquiritigenina; 2: Daidzeina; 3: Pinobanksina;

4: Isoliquiritigenina; 5: Formononetina; 6: Pinocembrina; 7: Biochanina A.

Figura 24 — Estruturas quimicas para os compostos identificados na PVA bruta comercial
da marca Beeva®.
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Fonte: Autor, 2022.

Posteriormente, foi possivel quantificar a concentracdo desses metabolitos na amostra
comercial do extrato bruto de PVA (Tabela 6), utilizando a curva de calibracdo do LAFA,

publicada em NASCIMENTO et al. (2016). Assim, verifica-se que a liquiritigenina e
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formononetina sdo 0s componentes mais abundantes na amostra, apresentando ~5 pug/mL de
cada. Ja os compostos daidzeina e isoliquiritigenina podem ser considerados como presentes
em quantidades moderadas, entre 2 e 3 pg/mL. J& as substancias pinobanksina, pinocembrina e
biochanina A séo encontradas em menores quantidades, com valores menores que 0,7 pg/mL.
Abaixo, tabela 7 mostra a quantificagdo dos compostos realizados pela curva de calibracéo de
acordo com NASCIMENTO et al., 2016.

Tabela 7. Dados de HPLC-DAD obtidos a partir da curva de calibragdo* para amostra
de PVA bruta comercial da marca Beeva®

Metabdlitos Tempo de Areados Concentragdo Comprimento de

retencéo (RT/min) picos (ng/mL) onda (A em nm)
Liquiritigenina 12,48 70315 5,88 275
Daidzeina 12,67 33918 2,35 249
Pinobanksina 15, 89 3294 0,71 291
Isoliquiritigenina 17,20 68937 3,39 366
Formononetina 18,04 113277 5,29 249
Pinocembrina 22,93 3065 0,21 291
Biochanina A 23,37 11626 0,38 260

* Curva de calibracdo utilizada foi desenvolvida por NASCIMENTO, 2016.

Antes de analisar o perfil cromatografico da triplicata n°® 24, fizeram-se necessario
verificar a feicdo do pico e tempo de retencdo do alginato de sédio, uma vez que este é o0 agente
encapsulante presente nos beads. Dessa forma, o alginato de sédio puro (1 mg/mL) foi analisado
inicialmente, em que seu tempo de retencdo foi detectado em 3,36 min, com pureza de 96,6%,
em comprimento de onda (1) ideal de 213 nm (Figura 24). Esta etapa foi realizada para verificar
se havia quantidades de alginato ainda na triplicata n°® 24 por solubilizacdo e extracdo liquido-
liquido.
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Figura 25 - Perfil cromatografico do alginato de sédio.
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Fonte: Autor, 2022.

Em seguida, a triplicata n® 24 foi analisada por HPLC-DAD, sendo uma amostra de 1
mg/mL (massa obtida a partir da extracdo de todos os beads (300 mg) de uma Unica replicata).
Assim, do mesmo modo que no extrato bruto comercial Beeva®, os mesmos sete metabolitos
secundarios foram detectados (Figura 25) e quantificados (Tabela 7), confirmando que a PVA
foi encapsulada pela metodologia aplicada nessa dissertacdo. Por fim, o pico do alginato ndo
foi detectado, indicando que o processo de extracdo da PVA a partir dos beads foi efetivo. Além
disso, acredita-se que a combinagédo dos agentes quelantes tenha sido efetiva para destruir toda

a rede do biopolimero e fazendo com esta liberasse o contetido do bead, nesse caso, a PVA.
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Figura 26 — Perfil cromatografico para os beads da triplicata n° 24.

407 PDA Multi 4 281nm,4nm
35
30

25

mAU

20
15

10-]

T 77— [ [
5 10 15 20 25 30 35 40 min

Fonte: Autor, 2022. Cromatograma obtido usando-se concentra¢do de 1 mg/mL; fluxo de 0,3 mL/min; pressdo
inicial de 50 kgf/cm?; gradiente de solventes (Acetonitrila/agua). 1: Liquiritigenina; 2: Daidzeina; 3: Pinobanksina;

4: Isoliquiritigenina; 5: Formononetina; 6: Pinocembrina; 7: Biochanina A.

Tabela 8. Dados de HPLC-DAD obtidos a partir da curva de calibracéo para a triplicata
ne 24.

Metabdlitos Tempo de Areados Concentracdo Comprimento de

retencdo (RT/min)  picos (ng/mL) onda (A em nm)
Liquiritigenina 12,53 90548 7,57 275
Daidzeina 12,71 76836 5,30 249
Pinobanksina 15,97 22388 0,53 289
Isoliquiritigenina 17,23 146313 7,18 366
Formononetina 18,06 209550 9,76 249
Pinocembrina 23,17 16191 0,90 291
Biochanina A 23,40 21943 0,63 260

Fonte: Autor, 2022.

Considerando os dados da tabela 7 acima, verifica-se que a liquiritigenina,

isoliquiritigenina e formononetina sdo 0S componentes mais abundantes na amostra,
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apresentando 7,57; 7,18 e 9,76 pg/mL, respectivamente. Diferenciando-se da amostra da
comercial bruta de PVA da marca Beeva®. De algum modo, provavelmente a formulagéo teve
uma melhor capacidade encapsulante da isoliquiritigenina, que foi tida como em quantidade
moderada no extrato bruto. Ja a daidzeina pode ser considerada como presente em quantidade
moderada, apresentando 5,3 pug/mL. Ja as substancias pinobanksina, pinocembrina e biochanina
A séo encontradas em menores quantidades, com valores menores que 0,9 pug/mL, similar ao
que foi observado para o extrato bruto comercial de PVA da marca Beeva®.

As proporcOes mostradas na tabela que traz os compostos do extrato sdo diferentes da
que traz o produto em termo da concentracdo. Comparando a concentracdo do composto
liquiritigenina obtida através do extrato bruto de PVA que foi em tono de 5,88 pg/mL e o
mesmo composto na triplicata n® 24 que ficou em torno de 7, 57 ug/mL, se percebe que houve
diferenca nas concentragdes dos compostos, pois a concentracdo utilizada para deteccdo dos
compostos no produto préxima a do extrato.

Em termo de aplicabilidade dos beads formados, varios estudos comprovam a utilizacdo
do extrato de PVA presente nos beads para a cicatrizacdo de feridas. De acordo os autores
SILVA et al. 2017; ORYAN et al., 2018; MEDEIROS et al. 2019; STANICZEK et al., 2021,
as propriedades do extrato de propolis presentes nos microencapsulados de PVA para a
cicatrizagdo de feridas vém sendo muito estudadas aos longos dos anos. Segundo BATISTA et
al., 2015, a utilizacdo do extrato de propolis no tratamento de feridas diminui o tempo de
cicatrizacao, acelera o processo de contracdo e de reparacgéo tecidual.

Em seus estudos PUSPASARI e colaboradores (2018) descreveu aplicacdo topica do
extrato de PVA em gel presente nos microencapsulados aumenta a expressao de FGF-2 e
fibroblastos no processo de cicatrizacao de Ulcera traumatica em Ratus norvegicus diabético.

Em suas pesquisa, PEREIRA, et al., 2022 realizaram estudos clinicos e experimentais e
mostraram a eficacia da propolis vermelha no tratamento de lesbes como agentes cicatrizante,
antimicrobiano e anti-inflamatério. Por fim, SUSAN, et al., 2021 demonstram que a aplicacao
do extrato de propolis proporcionou uma melhora notavel em termos de cicatrizacéo de feridas
dentro de uma semana ap0s a cirurgia.

Contudo, como foi discutido acima aplicabilidade de extrato de PVA quando
microencapsulado pode trazer efeitos terapéuticos benéficos para a cicatrizacdo de feridas

dentre outros.
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6 CONCLUSAO

De modo geral, o0 método de extrusdo usando aerografo ndo foi capaz de gerar
microencapsulados, apenas biofilmes de propolis. Dessa forma, a método foi substituido pela
gelificacdo ibnica por gotejamento, o que permitiu 24 triplicatas, em que algumas apresentaram
a formacdo de microesferas. As formulagdes contendo PVA e alginato de sodio obtidas apds a
lavagem demonstraram ter caracteristicas esféricas e coloracdo amarela intenso. Ja as
formulacdes sem PVA ndo apresentaram coloracdo e também se mantiveram com caracteristica
esférica. Apos o processo de secagem, algumas formulagdes contendo PVA ndo mantiveram a
forma esférica, o contrario foi observado para as formulagdes em PVA. Nesse sentido, as
fotomicrografias de microscopia eletronica de varredura (SEM) das 24 triplicatas revelaram a
triplicata n°® 24 apresentou morfologia mais definida e compativel com microesfera. Ainda, a
espectrofotometria de infravermelho por transformada de Fourier com reflectancia total
atenuada (FTIR-ATR) demonstram que a triplicata n°® 24 possui grupos funcionais tipicos
encontrados nos constituintes da PVA. Quanto as analises térmicas, a termogravimetria (TG)
revelou que o material de parede desacelera a degradacao termo-oxidativa da PVA, protegendo
a 0 contetdo da microesfera. Ja as curvas de calorimetria exploratoria diferencial (DSC)
demonstrou eventos termoquimicos, como a transicdo vitrea (glass transition) do material e
feicOes de material cristalino (para a microesfera de alginato sem PVA) e material amorfo (para
a triplicata n® 24). Os microencapsulados demonstraram serem solUveis em meio aquoso
contendo 2% de citrato de sodio e EDTA (p/v). Apos um periodo de 24 horas sob agitacao, os
tubos contendo as formulagGes apresentavam-se completamente soltveis. Os resultados das
analises de detecgdo e quantificagdo dos marcadores de PVA por HPLC-DAD demonstram que
0s metabdlitos liquiritigenina, pinobanksina, isoliquiritigenina, pinocembrina, daidzeina,
formononetina e biochanina A, encontrados no extrato bruto comercial Beeva®, também foram
detectados e quantificados na triplicata n°® 24 contendo PVA, confirmando que a PVA foi
encapsulada pela metodologia aplicada para obtencéo dos beads. Por fim, o pico do alginato
néo foi detectado, indicando que o processo de extracdo da PVA a partir dos beads foi efetivo.
Contudo, espera-se que essa dissertagao seja capaz de contribuir com outros estudos que visam

desenvolver pesquisa de formulagdes de beads contendo PVA.
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ANEXQOS

Fotomicrografias das triplicatas de 1 até a 23

Triplicatan® 1

WD: 10.27 mm Ll VEGAS TESCA!
Deli AN Lo SEM HV: 20.0 KV
Date(m/dly): 02/07/22| IFAUCAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA

View fieid: 2.96 mm
SEM MAG: 70 x

Triplicata n® 2

e

SEM HV: 20.0 KV WO: 14.80 mm |

View field: 2.20 mm Det: SE %00 pn
SEM MAG: 84 x  Date(midy): 0207722 IFALICAMPUS MACEIOLAR.QUIMICA SEM MAG: 148 x

Triplicata n®3

SEMHV: 200KV |  WD: 14,88 mm VEGA3 TESCANNl  SEM HV: 200 kV
View fleld: 249 mm Det: SE 500 pm View fieid: 1.03 mm
Date(midly): 02107122 IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA SEM MAG: 202 X
Ns17a
Ns17a

WD: 10.69 mm

WD: 15.11 mm
Det: SE
Date(midly): 02/07/22

WD: 1457 mm
Det: SE
Date(midly): 02107722

VEGAS TESCAN|
500 pm
IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA

VEGA3 TESCAN|
200 ym
IFAL/ICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA

IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA
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Triplicata n® 4

Triplicatan®5

Triplicata n® 6

SEM HV: 20.0 kV.
View fioki: 4.88 mm
SEM MAG: 43 x

WD: 15.52 mm
Det: SE
Date(midiy): 02107122

VEGA3 TESCA Wo: 1530 mm
Oet: SE

Date{midly): 02107122

SEM HV: 20,0 KV
View field: 2.5 mm
SEM MAG: 81 x

VEGA3 TESCAN|
1mm

IFALCAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA

500 pm
IFALICAMPUS MACEIOILAB.QUIMICA

WD: 9.80 mm VEGA3 TESCAN|
Det: SE
Date(midly): 02007122

WD: 10.06 mm 1
Dot: SE 200 ym
Date(m/dly): 02/07/22 IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA

SEM HV: 20,0 KV
View fiold: 1.41 mm
SEM MAG: 148 x
NS17a
NS17a

VEGA3 TESCANM  SEM HV: 20.0 kV
500 pm

IFAUCAMPUS MACEIO/LAB.GUIMICA

SEM HV: 20.0 KV
View field: 1.04 mm
SEM MAG: 200 x
NS17a
NS17a

VEGA3 TESCA!

WD: 14.76 mm

Det: SE
Date(midly): 02/07122

200 pm

IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA

SEM HV: 20.0 kV VEGA3 TESCAN|

View field: 2.33 mm

WD: 14.79 mm
Det: SE
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Triplicatan® 7

SEM HV: 20.0 KV WD: 10.61 mm SEM HV: 20.0 KV WD: 11.41 mm VEGA3 TESCAI
View field: 2.29 mm Det: SE 500 pm View field: 1.42 mm Det: SE 200 pm

SEMMAG: 90 x | Date(m/dly): 02/07/22 IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA SEM MAG: 146 x  Date{m/dly): 02/07/22| IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA
INS17a NS17a
INS172a NS17a

Triplicata n® 8

SEM HV: 200KV WO: 8.80 mm

View fieid: 3.73 mm Oet: SE 1 mm
Date{midly): 02/07/22, IFALICAMPUS MACEIOLAB.QUIMICA: Date(m/dly): 02/07/22 IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA

Triplicatan®9

SEM HV: 20.0kV WD: 8.03 mm | 204 WD: 8.16 mm VEGA3 TESCA
! Det: SE 500 ym
Date(midly): 02/07/22 IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA




Triplicata n® 10

SEM HV: 200KV WO: 14,68 mm VEGA3 TESCANE  SEM HV: 20.0 kV WD: 15,78 mm
View field: 4.72 mm Det: 58 1 men View field: 239 mm Det: SE 500 ym

SEM MAG: 44 x [ Date(miy): 0207722 IPALICAMPUS MACEIOLAB.GUIMICA 7x  Dato(midly): 0210722 IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA
NS17a
INS17a

Triplicata n® 11

SEMHV: 200KV | WD: 15.00 mm VEGA3 TESCAN| SEM HV: 20.0 kV WD: 14.88 mm 11 VEGA3 TESCAI

Det: SE 500 pm View field: 953 pm Det: SE 200 pm
2007122 IFALCAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA SEM MAG: 218 x | Date(midly): 02/07/22| IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA

335,60 fim

c4 |
=472 205

SEM HV: 20.0 KV WD: 14.72 mm VEGA3 TESCAN]  sgmHv:200kv | WD: 15.07 mi
View field: 3.01 mm Det: SE 500 pm View field: 1.03 mm Det: SE 200 pm

SEM MAG: 69 x |Date(m/dly): 02/07/22 IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA SEM MAG: 201 x  Date{midly): 02/07/22 IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA
NS17a

NS17a



Triplicata n® 13

SEM HV: 20.0 kV WD: 10.51 mm VEGA3 TESCANI  SEM HV: 20.0 KV WD: 10.50 mm VEGA3 TESCAN|

View field: 2.38 mm Det: SE 500 pm View field: 1.03 mm Det: SE 200 pm
SEM MAG: 87 x  Date(m/dly): 02/07/22| IFAUCAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA SEM MAG: 201 x | Date(midly): 02/07/22 IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA

Triplicata n® 14

SEM HV: 20.0 KV WD: 14.76 mm | SEM HV: 20.0 KV WD: 14.51 mm VEGA3 TESCAN|
View field: 4.70 mm Det: SE View field: 2.29 mm Det: SE 500 ym
SEM MAG: 44 x | Date(m/dly): 02/07/22| IFAL/ICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA SEM MAG: 90 x | Date(m/dly): 02/07/22 IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA
NS17a
NS17a

Triplicata n® 15

SEM HV: 20.0 kV WD: 10.80 mm VEGAS TESCANE  SEM HV: 20.0 kV WD: 10.51 mm VEGA3 TESCAN|
View field: 2.30 mm Det: SE 500 pm : 1. Det: SE 200 pm
SEMMAG: 90 x  Date(midly): 02/07/22 IFAL/CAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA SEM MAG: 202 x  Date(m/dly): 02/07/22 IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA
NS17a
NS17a
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Triplicata n® 16

+
c1
r=467.46 pm

SEM HV: 20.0 kV WD: 9.76 mm VEGA3 TESCAN SEM HV: 20.0 kv WD: 9.76 mm 1 VEGA3 TESCAN
View field: 2.65 mm [ 500 pm View field: 1.35 mm Det: SE 200 pm
SEM MAG: 78 x  Date(m/dly): 02/07/22| IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA SEM MAG: 154 x| Date(m/dly): 02/07/22| IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA

- L
SEM HV: 200 kV WD: 10.00 mm VEGAJ TESCAN| SEM HV: 20.0 kV WO: 9.22 mm VEGAY T!;CAN
View field: 3.89 mm Det: SE 1mm View fleld: 2.20 mm Dot: SE 500 pm
SEM MAG: 53x  Date{midly): 02/07/22 IFALUCAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA SEMMAG: 95 x  Date(midly): 02/07/22 IFALCAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA

c1
r=44967 ym

SEM HV: 20.0 kV WD: 10.06 mm Lol VEGA3 TESCAN|  SEM HV: 20.0 kV WD: 9.90 mm VEGA3 TESCAN|
View field: 2.53 mm Det: SE 500 pm View field: 1.37 mm Det: SE 200 pm
SEM MAG: 82 x  |Date(m/dly): 02/07/22| IFAL/CAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA SEM MAG: 151 x  Date(m/dly): 02/07/22| IFAL/ICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA
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Formula n® 20

C1

r<464.76 pm, J

SEM HV: 20.0 kV WD: 13.62 mm WD: 16.00 mm VEGA3 TESCAI

View field: 4.35 mm D E 1mm View field: 3.09 mm | Det: SE 500 pm
SEM MAG: 48 x | Date(m/dly): 02/07/22| IFAL/ICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA SEM MAG: 67 x | Date(m/dly): 02/07/22| IFAL/ICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA

Triplicata n® 21

SEM HV: 20.0 kV WD: 9.74 mm | VEGA3 TESCAN  SEM HV: 20.0 kV WD: 9.91 mm 1 VEGA3 TESCAN|
Det: SE ¥ View fieid: 2.40 mm Det: SE 500 pm
2107122 SEM MAG: 86 x  Date(m/dly): 02/07/22 IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA

T+ ’ i
\ /
\ F=46187 fim

SEM HV: 20.0 kV WD: 14.90 mm SEM HV: 20.0 KV WD: 1453 mm VEGA3 TESCAN]

Det: SE 1mm View field: 2.31 mm Det: SE 500 pm
Date{m/dly): 0210722 IFALICAMPUS MACEIO/LAE.QUIMICA SEMMAG: 90 x  Date(midly): 0207722 IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA
NS17a

NS17a



Triplicata n° 23

SEM HV: 20.0 kV

WD: 5.59 mm
Det: SE
Date(m/dly): 02/07/22

VEGAS3 TESCAN|
500 m
IFAUCAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA

SEM HV: 20.0 kV
View field: 1.37 mm
SEM MAG: 152 X
INS172
INS17a

WD: 10,65 mm
Dot: SE
Date(midly): 02/07/22

| VEGA3 TESCA!
200 ym
IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA
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