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RESUMO

A astaxantina € uma das importantes substancias naturais de coloracdo amplamente
utilizada na aquicultura e na industria de alimentos. Além disso, este carotendide tem
uma grande importancia na saude humana por estar associado a redugédo do risco
de doencgas degenerativas, devido ao seu elevado poder antioxidante. No entanto,
pelo alto grau de insaturagdes, este composto esta susceptivel aos processos
oxidativos. Neste trabalho a microencapsulacdo da astaxantina foi estudada,
utilizando a quitosana como substancia encapsulante. A astaxantina é proveniente
da biomassa seca da microalga Haematococcus pluvialis dissolvida em 6leo de soja
e foi adicionada a quitosana dissolvida em acido acético. Para a microencapsulagao
foi utilizada a técnica de coacervagao simples e o processo de secagem por
liofilizagdo. As microparticulas foram caracterizadas através das técnicas de
Calorimetria  Exploratéria  Diferencial (DSC), Termogravimetria  (TGA),
Espectroscopia no Infravermelho (FTIR) e Microscopia Eletrénica de Varredura
(MEV). Em seguida foram feitos ensaios avaliando a eficiéncia da
microencapsulagdo com quitosana na manutengao dos parametros de cor L*, a* e b*
e da atividade antioxidante da astaxantina ao longo do tempo. A MEV revelou
microparticulas com tamanho e formato ndo homogéneos variando entre 33 um e 54
gm, com superficie rugosa. Os resultados das anadlises de FTIR, DSC, TGA
revelaram que houve interagao positiva entre a quitosana e a astaxantina resultando
na formagcdo de um complexo quitosana-astaxantina com caracteristicas
intermediarias as encontradas nos componentes individualmente. A quitosana
mostrou-se habil para a protecdo da astaxantina, mantendo constantes os
parametros de cor analisados L*, a* e b* e a atividade antioxidante da astaxantina
durante os 120 dias de monitoramento.

Palavras chave: astaxantina, quitosana, microencapsulacido, microparticulas.
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ABSTRACT

The astaxanthin is one of important natural coloration substances widely used in the
aquaculture and in the food industry; moreover, this carotenoid has a great
importance in the health human for being associated to the reduction of the risk of
degenerative illnesses due the high power antioxidant activity. However, due the high
degree of insaturations, this compound is susceptible to the oxidation. In this work,
the microencapsulation of the astaxantin was studied, using the chitosan as
encapsulating substance. The astaxantin is proceeding from the dry biomass of the
microalgae Haematococcus pluvialis dissolved in soy oil and was added the chitosan
dissolved in acetic acid. For the microencapsulation, the simple coacervation
technique was used and the drying process was liofilization. The microparticles had
been characterized through the techniques of differential scanning calorimetry (DSC),
termogravimetric analysis (TGA), FTIR spectra and scanning eletron microscope
(SEM). After that the efficiency of the microencapsulation with chitosan in the
maintenance of the parameters of color L*, a* and b* and of the antioxidant activity of
the astaxantin throughout the time had been made assays evaluating. The MEV
disclosed to microparticles with size and not homogeneous format varying between
33 ym and 54 pym and rugged surface. The results of the analyses of FTIR, DSC,
TGA showed that there was a positive interaction between the chitosan and the
astaxantin resulting in the formation of a chitosan-astaxantin complex with
intermediate characteristics to the found ones in the components. The chitosan
revealed skillful for the protection of the astaxantin, keeping constant the parameters
of color analyzed L*, a* and b* and the antioxidant activity of the astaxantin during
the 120 days of monitoring.

Keywords: astaxantin, chitosan, microencapsulation, microparticles.
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INTRODUGAO

Os processos de desenvolvimento, de producgao e de utilizagdo de compostos
naturais com propriedades bioativas sdo muito importantes, especialmente devido as
inumeras aplicagbdes nas industrias de alimentos e farmacéutica (RICHMOND,
2004).

As algas formam um grupo de plantas ndo vasculares que sao capazes de
aproveitar a energia solar e usando o mecanismo de fotossintese acumular grandes
quantidades de biomassa. Elas podem produzir diversos produtos que incluem
carboidratos, proteinas, aminoacidos essenciais, vitaminas, pigmentos e serem
fontes de moléculas bioativas (DUFOSSE et al., 2005).

Haematococcus pluvialis € uma microalga verde com habilidade de acumular
astaxantina, um produto com elevado valor comercial, com aplicacbes
farmacéuticas, nutracéuticas e na alimentacdo animal (TOOD LORENZ;
CYSEWSKY, 2000).

O maior mercado para a astaxantina tem sido a aquicultura, onde ¢é
especialmente empregada para dar a cor avermelhada a carne do salméo cultivado
(TRIPATHI et al., 1999). Segundo Cysewski e Lorenz (2004), a astaxantina natural é
vendida por aproximadamente US$ 2.500,00 o quilograma, sendo que 95% do
consumo mundial da aquicultura sdo abastecidos com astaxantina sintética.

Comparados aos corantes sintéticos, os carotendides naturais sdo mais
resistentes ao calor, aos processos de congelamento e apresentam eficiéncia
mesmo quando aplicados nos alimentos em pequenas quantidades (SKULBERG,
2004).

O interesse pela produgcdo e comercializagdo da astaxantina microalgal
visando o consumo por humanos também tem aumentado, pela iminéncia na
aprovacgao pelo U S Food and Drug Administration (FDA), para o uso dessa como
ingrediente em suplementos dietéticos e por sua aprovacdo em diversos paises
europeus (CYSEWSKI; TODD LORENZ, 2004).

A atividade antioxidante da astaxantina ja foi demonstrada em diversos
estudos. Em alguns casos, a astaxantina demonstrou habilidade maior para
combater radicais livres que a realizada pelo B-caroteno e pela vitamina E

(SHIMIDZU, 1996). Acredita-se que a atividade antioxidante da astaxantina, esteja



relacionada a outras propriedades, como a protecao contra os raios luminosos ultra
violeta (UV), fotoxidacdo, inflamacao, anticarcinogénico, promocao da resposta
imune, saude do coragao, olhos e prostata (NAGUIB, 2000).

A astaxantina livre é particularmente sensivel a oxidacédo e por isso, ela é
mais comumente encontrada complexada com proteinas (musculo de salmao), com
exoesqueleto de quitina, (crustaceos), ou esterificada com um ou dois acidos graxos
para estabilizar sua molécula (OLAIZOLA et al., 2003).

A astaxantina também pode ser microencapsulada com uma combinacgao de
polimeros para formar um pé estavel. Dentre os polimeros empregados nos
processos industriais de microencapsulagdo a quitosana mostra-se como uma
alternativa eficiente e economicamente viavel (CYSEWSKI; TODD LORENZ, 2004).

A quitina e a quitosana tém sido produzidas comercialmente e utilizadas em
inumeras aplicagbes (MATHUR, 1990). Devido suas caracteristicas e
disponibilidade, podem ser potencialmente usadas em diversas areas tecnoldgicas,
tais como: tratamento de agua e efluentes, agricultura, fotografia, cosméticos, pele
artificial, alimentos, oftalmologia, manufatura de papel, liberacdo controlada de
farmacos e biotecnologia (SPINELLI, 2001).

A quitosana apresenta caracteristicas importantes tais como:
biocompatibilidade, hidrofilicidade, biodegradabilidade, propriedades antibacterianas
e bioatividade (KAWAMURA, 1993; GRACEN, 1996; RORRER, 1993). Além disso, a
sua utilizacdo nzo traz toxicidade ao corpo humano (MATHUR, 1990; GRACEN,
1996).

A microencapsulagdo € um processo fisico no qual um filme fino ou camada
polimérica é aplicada para envolver sélidos, liquidos ou gases, isolando-os e
protegendo-os das condigdes ambientais como luz, ar e umidade. Varias técnicas e
agentes encapsulantes ja foram sugeridas (RE, 1998).

Houve na ultima década um grande progresso no desenvolvimento de
compostos microencapsulados (MATIOLI; RODRIGUEZ-AMAYA, 2003). Os estudos
encontram-se avancados em relacdo a encapsulacao de aroma mas ainda limitados
em termos de corantes e antioxidantes.

A microencapsulagcdo é amplamente utilizada para liberagdo controlada de
medicamentos, vacinas e compostos bioativos (FELT; BURI; GURNY, 1998). Na
aquicultura é utilizada na alimentagao de larvas de peixes, tem ampla utilizacdo na

industria de alimentos estabilizando 6leos comestiveis, pigmentos e aromas.



Diversas técnicas podem ser utilizadas para produzir microparticulas:
gelatinizagao ionotropica, spray-drying, emulsdo de fases separadas, coacervagao
simples ou complexa (PENICHE et al., 2003).

Este trabalho teve como objetivo principal elaborar microparticulas de
quitosana com astaxantina e sua caracterizagdo quimica e morfolédgica, para tanto
foram wusadas analises térmicas, espectrofotométricas, cromatograficas e
microscopia eletrbnica de varredura. O trabalho também avaliou o desempenho da
quitosana na protegdo da astaxantina através da analise instrumental de cor pelo
método CIELAB (Comisséo Internacional de lluminantes) e atividade antioxidante

pelo método ABTS (2,2 -azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)).
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REVISAO BIBLIOGRAFICA
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Produgao de compostos de interesse

O permanente interesse no estudo de microorganismos como microalgas,
fungos, leveduras e bactérias, deve-se a sua notavel importancia nas diversas
cadeias tréficas e na possibilidade da aplicacdo comercial destes em diversas areas,
como a nutricho humana e animal, a produgdo de energia e na obtengdo de
compostos de interesse das industrias de alimentos, quimica e farmacéutica, dentre
outras (SHELEF; SOEDER, 1980; BOROWITZKA, 1988a e b; CERTIK; SHIMIZU,
1999).

As microalgas contém grandes quantidades de proteinas, enzimas,
carboidratos, acidos graxos, vitaminas e sob determinadas condi¢gbes de cultivo a
sintese destes compostos pode ser inibida ou potencializada (DERNER, 2001).
Desta maneira, pode-se obter uma ampla variedade de compostos
farmacologicamente ativos, como os inibidores de proteases, acidos graxos
polinsaturados, polissacarideos mucilaginosos, lipidios com atividade bioldgica,
antibacteriana, atividade antitumoral, atividade cardioténica, e hipocolesterolémica e
pigmentos com propriedades antioxidantes (FABEGAS et al., 1994; FRANKE et al.,
1994; VILCHEZ et al., 1997; CERTIK & SHIMIZU, 1999).

Diversas microalgas tém sido estudadas e algumas espécies tém sido
amplamente empregadas na aquicultura, na alimentacdo humana e animal, na
agricultura, no tratamento de aguas residuais, na redugao do dioxido de carbono da
atmosfera, em substituicdo aos combustiveis fésseis e na obtencdo de inumeros
compostos (GUILLARD, 1975; GOLDMAN, 1977; BECKER, 1988; BOROWITZKA,
1988a; BOROWITZKA, 1988b; DE PAUWN; PERSOONE, 1988; METTING, 1988;
OSWALD, 1988; BOROWITZKA, 1994; MOLINA GRIMA et al., 1995; LOURENCO,
1996; VILCHEZ et al., 1997; ILLMAN; SCRAGG; SHALES, 2000; RICHMOND,
2004).

Além da consolidada produgdo de microalgas para a obtengdo de biomassa,
as pesquisas relacionadas ao cultivo de microalgas ampliaram as perspectivas para

a producdo de novos combustiveis, biopolimeros, biofertilizantes, pesticidas, acidos
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graxos e pigmentos, assim como de inumeros outros compostos bioativos que
podem ser empregados em alimentos funcionais (SKULBERG, 2000; SKULBERG,
2004).

Atualmente as microalgas sdo comercializadas como alimento natural (“health
food”) ou suplemento alimentar e sdo encontradas em pé (“sun dried” ou “spray-
dried”), na forma de tabletes, capsulas ou extratos. Microalgas sao também
incorporadas em massas, petiscos, doces, bebidas etc., tanto como suplemento
nutricional quanto como corante natural (BECKER, 2004; COLLA; BERTOLIN;
COSTA, 2004; PULZ; GROSS, 2004).

Cultivos de microalgas para a obtengdao de carotendides especialmente
betacaroteno e astaxantina, apresentam-se muito promissores uma vez que estes
produtos vém sendo empregados como corantes e antioxidantes e tém elevado valor
comercial (BOROWITZKA, 1994).

Atualmente existe um aumento na demanda por corantes naturais
impulsionada pelos efeitos toxicos causados pelos corantes sintéticos (DUFOSSE et
al, 2005).

A rigida regulamentagao para a aplicagao de corantes sintéticos na industria
de alimentos estimula pesquisas e desenvolvimento de produgédo e uso de
carotendides microalgais como aditivo alimentar (CAMPO et al., 2000). Entre os
carotendides de maior expressao comercial estdo o -caroteno e a astaxantina, que
sao usados como corantes e antioxidantes na industria de alimentos, na aquicultura

e na avicultura.

1.2 Carotendides

Os carotendides séo terpendides (Figura 1), geralmente constituidos por 8
unidades de isoprenos, formando uma longa cadeia de polieno que pode conter de 3
a 15 duplas ligagdes conjugadas, o que permite muitas configuragdes cis e trans.
Sao amplamente distribuidos na natureza, sintetizados exclusivamente em plantas e

responsaveis pela coloragao de frutas e hortaligas (FRASER; BRAMLEY, 2004).
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Figura 1 — Estrutura quimica dos principais carotendides
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Desde a década de 50 a atividade pro-vitamina A de alguns carotendides é

estudada. Ja no inicio dos anos 90 surgiu o interesse no papel antioxidante destes
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compostos, que vem sendo relacionado a protegdo contra doengas crdnico-
degenerativas nao transmissiveis.

Dos cerca de 600 carotendides identificados, somente 20 sdo encontrado em
tecidos humanos e sao provenientes da dieta. Entre estes, os principais incluem os
hidrocarbonetos licopeno e B-caroteno, e as xantofilas, astaxantina, cantaxantina,
luteina e zeaxantina. Sdo compostos lipofilicos encontrados em tecido adiposo,
lipoproteinas e membranas celulares. A cadeia de polieno e outras caracteristicas
estruturais influenciam suas caracteristicas quimicas, a localizagao e orientacdo dos
carotendides no interior da bicamada lipidica em ambientes biolégicos (EL-AGAMEY
et al., 2004).

As propriedades antioxidantes dos carotendides fundamentam-se na estrutura
destes compostos, principalmente no sistema de duplas ligagdes conjugadas,
tornando possivel a captagcdo de radicais livres, principalmente o radical
alquilperoxila (ROO¢) (TAPIERO; TOWNSEND; TEW, 2004).

Além da captacdo de radicais livres, os carotendides captam a energia do
oxigénio singleto, que volta ao estado basal. O carotenoide excitado (tripleto)
resultante dissipa a energia incorporada na forma de calor em favor do ambiente
retornando ao seu estado original (DI MASCIO; KAISER; SIES, 1989).

Estrutura (tamanho, natureza, posigdo e numeros de grupos substituintes),
forma fisica (agregados ou monémeros, configuragéo cis ou trans, etc.), localizagéo
ou sitio de acdo da molécula carotendide dentro da célula, potencial de interagao
com outros carotendides ou antioxidantes (especialmente vitaminas C e E),
concentragdo do carotendide e pressdo parcial de oxigénio sao fatores que
influenciam a atividade dos carotendides em sistemas bioldgicos (YOUNG; LOWE,
2001).

O interesse cada vez maior da industria por esses compostos naturais pode ser
explicado pela capacidade atribuida a eles de prevenir doengas degenerativas,
combatendo os radicais livres, funcionando como agentes anticancer e
estimuladores imuno-sistematicos (BEM-AMOTZ, 2004).
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1.3. Astaxantina

A microalga Haematococcus pluvialis (Figura 2) tem sido cultivada
comercialmente devido sua capacidade de acumular astaxantina (carotendide) sob
condigcbes de estresse ambiental (CORDERO et al., 1996).

(b)

Figura 2 - Células de Haematococcus pluvialis em diferentes estagios: (a) forma livre, (b) forma encistada
repleta de astaxantina.
Fonte: CYSEWSKI; TODD LORENZ, 2004.

Segundo Cysewski e Lorenz (2004), um mercado potencialmente grande esta
se desenvolvendo para este composto como um nutracéutico na industria de
suplementos dietéticos.

A astaxantina (3,3’ - dihidroxi — 8 - B’ - caroteno — 4 - 4' diona) é o carotendide
responsavel pela coloragdo vermelho-alaranjado dos salmonideos e crustaceos
(GENTLES; HAARD, 1991; SHAHIDI; SYNOWIECKI, 1991), é o principal pigmento
presente nos animais aquaticos (MEYERS, 1994). Esta relacionada com o
desenvolvimento gonadal e a maturagdo, com a fertilizagdo (hormdbnio de
fertilizacdo), com o desenvolvimento embrionario, eclosdo e a viabilidade larvaria,
com a quimio-recepgao, foto-protecdo (contra a luz UV) e atividade antioxidante
(FARIAS-MOLINA, 2001; LINAN-CABELLO, 2002 e CUZON et al., 2004).

A astaxantina se assemelha aos outros carotenoides mais conhecidos como o
B-caroteno, a zeaxantina e a luteina porque compartiiha muitas das funcdes

metabdlicas e fisioldgicas atribuidas a estes compostos.
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Na alimentagdo humana este composto € popularmente conhecido por suas
propriedades antioxidantes. Jyonouchi et al., (1994) considerou o poder antioxidante
da astaxantina 10 vezes maior que o encontrado para o B-caroteno. Chen et al.
(2006), estimam um poder antioxidante para a astaxantina 500 vezes mais forte que
a vitamina E.

Antioxidantes sdo substancias capazes de prevenir os efeitos deletérios da
oxidacédo, inibindo o inicio da lipoperoxidagao, sequestrando radicais livres e/ou
quelando ions metélicos, protegendo organismos aerdbicos do “estresse” oxidativo
(RODRIGUES, 2003).

Devido a sua estrutura muito insaturada compostos como a astaxantina séo
altamente instaveis e sdo manipulados preferencialmente imobilizados em emulsdes
ou microcapsulas. A microencapsulacdo € um processo que consiste na formagao
de uma matriz polimérica, ou uma cobertura ao redor do composto em particular, a
fim de proteger sua atividade bioldgica dos fatores ambientais e aumentando assim
sua estabilidade fisico-quimica (HIGUERA, C. et al, 2004).

Dentre as matizes mais comumente utilizadas estdo aquelas que incluem os
hidrolisados de amido e as gelatinas (HIGUERA, C et al, 2004), bem como
caseinatos, derivados de celulose (hidroxipropilmetilcelulose, metilcelulose), pectina,
beta-ciclodextrina e quitosana (BONNET et al., 2005).
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1.4 Quitosana

A quitosana (Figura 3) é produzida através da desacetilacdo alcalina da
quitina. A quitina é o segundo polimero natural mais abundante depois da celulose
(YAO et al., 1995).

OH OH OH
2 O/&&/ &@y ~te
H3C’(O&&/ HO OHO O
NH2 NH2 NH2

Figura 3 - Estrutura quimica da quitosana.

A quitosana € um poliaminossacarideo com muitas propriedades bioldgicas
(biodegradavel, biocompativel, bioativo) e propriedades quimicas (policatidnico,
hidrogel, contém grupos reativos como o OH e NHy), possibilitando sua utilizagdo
para os mais diversos fins (DENKBAS et al., 2002).

A quitosana é insoluvel em agua, porém, soluvel em solugdes acidas
diluidas tais como acido acético, acido formico, acidos minerais, bem como em
alguns solventes organicos, produzindo uma solucdo viscosa (FAVERE, 1994;
KAWAMURA, 1993; MUZZARELLI, 1978; RORRER, 1993).

Devido a natureza da sua configuragdo quimica, a cadeia da quitosana tem
uma configuragao rigida e essa propriedade tem sido usada com sucesso para a
preparagao de filmes géis e esferas, as quais sédo freqientemente usadas nas
industrias biomédica, cosmética e alimenticia. Uma de suas principais aplicacdes €
na producado de microcapsulas com liberagdo controlada de drogas, nas quais as
cadeias de quitosana sdo polimerizadas com dialdeidos, como glutaraldeido ou
acido tricarboxilico, como acido citrico.

Diversos agentes terapéuticos como o0s anticancerigenos, antibidticos,
antiinflamatorios, esterdides, proteinas, aminoacidos, antioxidantes, tém
demonstrado bom desempenho em microparticulas de quitosana para liberagao
controlada (SINHA et al., 2004).
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1.5 Microencapsulagao e suas aplicagdes

Nos ultimos trinta anos estudos sobre as técnicas de microencapsulacao,
permitiram a ampliacdo do seu uso para a industria de alimentos, farmacéutica,
aromas e sabores, tintas, quimica, agricola, dentre outras (BERGHAUSEN et al.,
2002).

O conceito primario e também o modelo mais bem sucedido de
microencapsulacado, é observado nas células vivas, nas quais uma membrana
natural protege os componentes celulares, e exerce fungdo importante no
metabolismo, controlando seletivamente a entrada e saida de substancias das
células (FANGER, 1974).

A microencapsulagdo pode ser definida resumidamente como um
procedimento no qual se recobre uma substancia de interesse por um material que a
isole total ou parcialmente do ambiente, formando capsulas (HEGER, 2001).

Além da funcdo de protegdo, outras vantagens podem ser associadas a
encapsulacdo de substancias (RE, 1998). A conversdo de substancias liquidas ou
gasosas em pos, permitindo sua melhor utilizagdo em sistemas desidratados;
mascarar propriedades indesejaveis do material encapsulado como sabor, odor, pH,
propriedades cataliticas, dentre outras; permitir mecanismos de liberagao controlada
das substancias encapsuladas para fins especificos nos produtos onde esta
veiculada.

As caracteristicas funcionais das capsulas produzidas dependem, além do
material de parede escolhido, das caracteristicas do material de recheio, do método
empregado na produgdo das microcapsulas e do meio onde serdo utilizadas
(HEGER, 2001).

A microencapsulacdo pode produzir dois tipos basicos de estruturas que
recebem nomes diferenciados em fungcdo da distribuicido do recheio. Quando a
estrutura obtida é do tipo “reservatorio” tem-se uma particula mononucleada com
uma quantidade de recheio envolvida por uma pelicula de parede (Figura 4b). Essa
estrutura recebe o nome de microcapsula. Quando o recheio se distribui ao longo de
uma estrutura do tipo “esponja” ou matriz tem-se uma particula multinucleada que

recebe o nome de microparticula (Figura 4a).
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a

Microparticula Microcapsula
(multinucleada) (mononucleada)

b

1 Recheio

Bl Farede

Figura 4 - Tipo de estrutura obtido no processo de encapsulagdo: a - multinucleada (microparticula);
b - mononucleada (microcapsula).

O material de parede que € usado para cobrir, dar forma a capsula, reter o
recheio e permitir a sua liberacdo quando desejado, fundamentalmente, ndo deve
reagir com o recheio e nem ser soluvel neste, sendo que os dois muitas vezes tém
polaridades opostas, ou seja, recheios de caracteristicas apolares séao
microencapsulados por materiais de parede polares e vice-versa (CARDOSO, 2000).

Polimeros diversos como polissacarideos, carboidratos, celulose e derivados,
lipidios, proteinas e alguns materiais inorganicos (silicatos, argilas, etc.) apresentam
as caracteristicas supracitadas e sao muito utilizados na microencapsulacédo de
compostos (CARDOSO, 2000).

Em alguns casos, quando se desejam caracteristicas especiais de
solubilidade, permeabilidade, rigidez, dentre outras, os polimeros podem ser
submetidos a alteragdes pelo uso de plastificantes, reticulantes, enzimas,
modificadores quimicos, tratamentos na superficie e multiplas coberturas (KRUIF et
al., 2004).

Existem varios métodos para producado de microcapsulas. A escolha do mais
adequado é feita dependendo da solubilidade do material do nucleo e do constituinte
da casca; do tamanho de capsula desejado; da espessura e da permeabilidade ideal
da membrana, bem como da taxa e forma ideais de liberagdo (RE, 2000). Um dos
métodos mais estudados € o da coacervacao que pode ser de dois tipos, simples ou
complexa. A coacervagao simples utiliza apenas um composto polimérico, enquanto

que a coacervagao complexa € a baseada na formacdo de um complexo
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(coacervado) entre polimeros carregados com cargas opostas, geralmente proteinas
e polissacarideos (WEINBRECK; MINOR; DE KRUIF, 2004).

A microencapsulagdo por coacervacdo é uma das mais importantes
aplicagdes industriais das propriedades interfaciais de interagdo entre proteinas e
polissacarideos e vem sendo utilizada por diversos segmentos como farmacéutico,
alimenticio, quimico, cosmético, etc., para veiculacdo de diversos tipos de recheio
(aromas, enzimas, farmacos, tintas) com aplicagdes variadas (STRAUSS; GIBSON,
2004).

O processo baseia-se na formagao de uma emulsio (liquidos) ou dispersao
(solidos) do recheio na solugdo da mistura polimérica. Com a alteragdo das
condigbes do meio para promover a coacervacado (pH, forga ibnica, temperatura)
ocorre a deposi¢cao do complexo ao redor dessas estruturas, formando um filme ou
matriz solida, responsavel pela retencao, protecao e liberagao controlada do recheio
(SCHMITT et al. 1998).

A eficiéncia da microencapsulagdo por coacervaciao esta associada as
caracteristicas dos polimeros envolvidos, do complexo formado e do recheio a ser
encapsulado. Em geral, compostos liquidos ou particulados de carater hidrofébico ou
particulas solidas de baixa solubilidade, sdo facilmente encapsulados por esse
processo (KRUIF et al., 2004).

A secagem das microparticulas coacervadas pode estender o tempo de
estocagem das mesmas, bem como ampliar o seu uso para produtos desidratados
(BURGESS; PONSART, 1998).

A liofilizagdo, secagem em estufa, remogdo da agua por solventes e a
secagem em condigbes ambientes, s&o empregadas para obtengdo de
microparticulas coacervadas desidratadas. No entanto, a maioria desses métodos
nao permite a obtengcdo das microparticulas como particulas individualizadas,
interferindo no tamanho do produto final e, também em propriedades de liberacdo do
recheio (BURGESS; PONSART, 1998).

1.6 Propriedades Térmicas

1.6.1 Termogravimetria (TGA, DTGA)
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A termogravimetria nos permite medir a variagdo de uma substancia e funcao
da temperatura ou do tempo. Sendo assim, € um sistema com vasto campo de
aplicacdo na caracterizagdo do comportamento térmico dos materiais (WENDLANT,
1986).

O instrumental basico da termogravimetria consiste numa balanga de precisao
acoplada a um forno que permite programar aumento de temperatura de forma linear
com o tempo. A amostra é colocada em uma pequena plataforma acoplada a
balanga. Os dados de massa gerados s&o captados pela saida serial do
microcomputador. Um pequeno forno elétrico envolve a plataforma, de maneira que
a temperatura da amostra pode ser controlada variando-se a poténcia do forno. Os
resultados s&o apresentados sob forma de curva termogravimétrica (TGA), na qual a
variacdo de massa é registrada em funcédo da temperatura ou do tempo; pode-se
obter uma curva termogravimétrica derivada (DTGA) onde a primeira derivada da
curva TG é plotada em relagéo a temperatura ou tempo (CIENFUEGOS; VAITSMAN,
2000).

A termogravimetria é util em determinagcbes complexas e qualquer mudanca
na velocidade de perda de peso pode ser prontamente identificada pelas inflexdes
que indicam reagdes consecutivas; portanto, mudancas de massa que ocorram a
temperaturas proximas podem ser perfeitamente identificaveis. Os resultados podem
ser afetados de acordo com os seguintes fatores: efeitos instrumentais (velocidade
de aquecimento, atmosfera do forno, geometria do cadinho) e efeitos caracteristicos

da amostra tais como peso, tamanho, modo de preparacéo (VOGEL, 2002)

1.6.2 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

A calorimetria exploratoria diferencial (DSC) é uma técnica de analise térmica
que detecta alteracdes na temperatura da amostra que sao resultado de transicoes
entalpicas exotérmicas ou endotérmicas, ou reacdes tais como aquelas causadas
por mudancas de fase, fusdo, inversdo de estruturas cristalinas, sublimagao e
vaporizagao, reagoes de desidratacao, reacdes de dissociacdo ou decomposigao,
reacoes de oxidacdo e reducdo, desnaturagao protéica e outras reagdes quimicas.
(WENDLANT, 1986).
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A DSC é uma grande ferramenta para a obtencado da Transi¢ao vitrea (Tg),
efeito térmico que pode ser utilizado para a caracterizagdo de plasticos e outros
materiais amorfos ou semicristalinos como vidros inorganicos ou alimentos, onde os
componentes nos materiais alimenticios apresentam efeitos similares aos dos
polimeros (CANEVAROLO, 2001).

A Transicdo vitrea é a propriedade do material onde podemos obter a
temperatura da passagem do estado vitreo para um estado “maleavel”’, sem
ocorréncia de uma mudancga estrutural. Este parametro é muito relevante nas areas
de processamento, pesquisa e desenvolvimento de materiais, por sua importancia
com relagdo as mudancas das propriedades relacionadas a esses materiais, onde se
pode estudar o comportamento de processabilidade em funcdo da temperatura. Por
ser uma caracteristica especifica para cada material a Tg € uma excelente

ferramenta para identificagcdo de compostos (MACHADO, 2004).

1.7 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV) € um instrumento muito versatil e
usado rotineiramente para a analise microestrutural de materiais solidos. Apesar da
complexidade dos mecanismos para a obtengdo da imagem, o resultado é uma
imagem de muito facil interpretagcdo (GONCALVEZ, 2004).

Na microscopia eletrbnica de varredura os sinais de maior interesse para a
formagao da imagem sao os elétrons secundarios e os retroespalhados. A medida
que o feixe de elétrons primarios vai varrendo a amostra estes sinais vao sofrendo
modificacdes de acordo com as variagdes da superficie. Os elétrons secundarios
fornecem imagem de topografia da superficie da amostra e sdo os responsaveis pela
obtencao das imagens de alta resolugao, ja os retroespalhados fornecem imagem
caracteristica de variagdo de composigao (BOZZOLA; RUSSEL, 1992).

O aumento maximo conseguido pelo MEV fica entre o microscoépio 6tico (MO)

e o Microscépio Eletronico de Transmissdo (MET). A grande vantagem do MEV em
o
relacdo ao microscoépio 6tico é sua alta resolugéo, na ordemde 2a 5 nm (20 - 50 A )

o
- atualmente existem instrumentos com até 1 nm (10 A ) - enquanto que no ético é
de 0,5 ym. Comparado com o MET a grande vantagem do MEV esta na facilidade

de preparacido das amostras.
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Entretanto, ndo sdo apenas estas caracteristicas que fazem do MEV uma
ferramenta tdo importante e tdo usada na analise dos materiais. A elevada
profundidade de foco (imagem com aparéncia tridimensional) e a possibilidade de
combinar a analise microestrutural com a microanalise quimica sido fatores que em
muito contribuem para o amplo uso desta técnica. A observacao e analise de fratura
teve um grande avango com o uso do microscépio eletrénico de varredura.

O Microscopio Eletronico de Varredura (MEV) se tornou um instrumento
imprescindivel nas mais diversas areas: eletrbnica, geologia, ciéncia e engenharia
dos materiais, ciéncias da vida, etc. Em particular, o desenvolvimento de novos
materiais tém exigido um numero de informagdes bastante detalhado das
caracteristicas microestruturais s6 possivel de ser observado no MEV.
(GONCALVEZ, 2004).

1.8 Atividade Antioxidante (Método ABTS)

O método ABTS é um dos mais utilizados entre os testes indiretos de
avaliacdo da atividade antioxidante. Foi primeiramente sugerido por Rice-Evans,
Davies, Gopinathan e Milner (1993) para avaliar amostras biolégicas e entdo foi
amplamente aplicado no estudo de alimentos, carotendides e fendlicos naturais
soluveis em agua. O principio do método consiste em monitorar o decaimento do
radical ABTS produzido pela oxidagdo do 2,2"-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico) (ABTS), causada pela adicdo de uma amostra contendo um composto
com atividade antioxidante na regiao do visivel (400 — 800 nm). O ABTS absorve luz
na faixa de 600 — 750 nm e pode ser facilmente determinado por espectrofotometria.
Na auséncia de carotendides, o ABTS é estavel, mas ele reage energeticamente
com um doador de H, como os carotendides, sendo entdo convertido em uma forma
incolor de ABTS. Os autores determinaram que a quantidade de ABTS consumida
estivesse relacionada a reagdo com os carotenoides presentes na amostra, a qual €
expressa em equivalentes Trolox (unidades de concentragdo). Este valor foi
designado TEAC, sigla em inglés para “capacidade antioxidante equivalente ao

Trolox”. Como o TEAC para o Trolox foi definido como sendo 1, o valor TEAC para
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um antioxidante individual € o numero de radicais ABTS consumidos para cada
molécula de antioxidante (CAMPOS e LISSI, 1997).

A vantagem do ensaio ABTS é sua simplicidade, o que permite a aplicagao
em analises de rotina em qualquer laboratério. Sua principal limitagao € geral a todos
os métodos indiretos de avaliacdo da atividade antioxidante: o valor TEAC
caracteriza a capacidade da amostra estudada em reagir com o ABTS, mais do que
sua capacidade de inibir o processo oxidativo. A reagdo com o ABTS ocorre de
forma lenta com varias amostras de produtos naturais (CAMPOS, ESCOBAR e
LISSI, 1996). Além disso, o resultado da determinagdo do TEAC depende do tempo
de incubacao, assim como a razao entre a quantidade de amostra e a concentragao
do radical. A pequena seletividade do ABTS na reagdao com doadores de H é mais
uma limitacdo do método (ARTS et al, 2004).

1.9 Espectroscopia no infravermelho (FTIR)

A espectroscopia no infravermelho tem sido utilizada para identificagdo de
grupos funcionais. A regido do espectro eletromagnético correspondente ao
infravermelho e tem o comprimento de onda entre 2,5 a 15 u (4000 a 667 cm™)
(Silverstein, 1994; Allinger et al., 1976). E a regido onde esta localizada a maior
parte da energia das vibragdes moleculares. As vibragdes de atomos ou de grupos
funcionais de um dado composto tém frequéncia caracteristica e através da analise
detalhada das bandas vibracionais de absorcdo, consultas das tabelas e
compilagbes espectrais das literaturas publicadas, obtém-se informagdes
necessarias para a identificacao de estruturas e, consequentemente determinar a
estrutura da molécula de interesse (Fiori, 1996; Cesteros, 1993; Cesteros, 1990).

Esta técnica é muito importante para obter informacbes estruturais dos
polimeros, bem como suas modificacbes (Silverstein, 1994; Allinger et al., 1976).
Também tem sido empregada para a identificagdo da ocorréncia ou nao de
interagbes fracas (dipolares e ligagbes de hidrogénio) entre os componentes
poliméricos de interesse (Fiori, 1996; Cesteros, 1990; Cesteros, 1993).

O espectro no infravermelho da quitosana é avaliado na regiao espectral entre

4000 - 667 cm™'. As bandas de absorgdo entre 3800 - 2800 cm™' s&o muito intensas
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e largas, devido as vibracdes de estiramento OH e da agua. Em ~2900 cm™ é
atribuida a vibragao de estiramento C-H de compostos hidrocarbonetos alifaticos.
Uma banda em 1379 cm™ e 1590-1650 cm™ tém sido atribuida & deformac&o
assimétrica CHs, e as vibracdes de deformacgao de intensidade média N-H de amina
primaria, respectivamente. A regido do espectro infravermelho entre 1000 a 1100
cm” corresponde ao estiramento C-O (Favere, 1994; Domszy, 1985; Moore, 1980).
A espectroscopia no infravermelho, pela riqueza em bandas de absorgcéo, na maioria
das vezes de boa resolugdo, € um método apropriado para obter as informacdes

necessarias para o reconhecimento e a identificagao de estruturas moleculares.

1.10 Analise instrumental de cor

A cor é um atributo de importancia fundamental no julgamento da qualidade
de um alimento, uma vez que a apreciagao visual € o primeiro dos sentidos a ser
usado, sendo, portanto, uma caracteristica decisiva na escolha e aceitacdo do
produto. A identificacdo humana das cores €& obtida a partir de uma complexa
sensacao de brilho, intensidade e claridade, dentre outras. Na percepg¢ao das cores
primarias e de suas nuangas, a definicdo de uma cor é uma interpretagédo subijetiva.

Todas as cores podem ser especificadas em termos da contribuicdo
proporcional dos componentes vermelho, verde e azul do espectro visivel que
equivale a cor da amostra. A combinacédo das trés cores primarias, representadas
pelos simbolos R (red, vermelho), G (green, verde) e B (blue, azul) resulta, portanto,
na cor da amostra que pode ser caracterizada objetivamente e expressa por meio de
valores numéricos e por diferentes sistemas de medida (FRANCIS ; CLYDESDALE ,
1975). Com o intuito de obter a caracterizagao objetiva da cor, a CIE (Commission
Internationale de I'Eclairage), em 1976, estabeleceu o sistema CIELAB (L*a*b*), em
que uma particular cor tem uma unica localizagao, especificada numericamente em
um espagco tridimensional esférico (Figura 5), definido por trés eixos perpendiculares:
o eixo L* (luminosidade) varia do preto (0) ao branco (100); o eixo a*, do verde (-a)

ao vermelho (+a) e o eixo b*, do azul (-b) ao amarelo (+b) (MCGUIRE, 1992).
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Figura 5 - Sistema de coordenadas de cores CIELAB
Fonte: Star Color, 2004.

Para a medicao da cor propriamente dita, sao utilizados dois principais tipos
de aparelhos: os colorimetros e os espectrofotdbmetros. Utilizando para as suas
leituras a fonte de luz e iluminagcdo padrdo a fim de evitar as oscilagbes de
iluminagao do dia, e com a mesma sensibilidade correspondente a do olho humano,
o colorimetro ou espectrofotdbmetro, percebe e registra as minuciosas diferengas de
cores (MORI et al., 2005). Os colorimetros, de acordo com Michot (1994), sao
equipados com uma série de filtros (azul, amarelo, verde, vermelho) e de
fotodetectores, que tratam de reconstituir a resposta de um observador a uma cor.
Com relagao aos espectrofotdmetros, segundo o autor, estes medem a refletancia
de uma amostra e de um branco padrao nos mesmos comprimentos de onda, o que
leva a porcentagem de luz refletida pelo objeto em fungdo de um padrao.

A colorimetria tem sido utilizada para caracterizar a cor de diferentes
pigmentos, a exemplo das antocianinas (MONTES et al., 2005), clorofila
(SINNECKER et al., 2002) e carotendides (MELENDEZ-MARTINEZ et al. 2003),

bem como para avaliar a cor de alimentos.
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Eficiéncia da microencapsulagiao com quitosana na manutengao da cor e da

atividade antioxidante da astaxantina.



44

Eficiéncia da microencapsulagao com quitosana na manutencao da cor e da
atividade antioxidante da astaxantina.

RESUMO

Microparticulas de astaxantina com quitosana foram preparadas pelo método de
coacervagao e liofilizadas. A estabilidade do pigmento nas microparticulas foi
estudada a temperatura ambiente, quinzenalmente durante 120 dias e foi medida
pela atividade antioxidante (método ABTS) e pela cor (método CIELAB). O conteudo
de astaxantina da biomassa seca da microalga Haematococcus pluvialis foi utilizada
como referéncia. Observou-se uma estabilidade nos parametros de cor e atividade
antioxidante ao longo do tempo, caracteristica também observada na biomassa de
microalga. Valores equivalentes Trolox (TEAC) maiores para as microparticulas
indicam uma maior disponibilidade da astaxantina no meio reacional. Conclui-se que
a quitosana tem grande habilidade para proteger a astaxantina de processos
degradativos, além de tornar mais facil sua disponibilidade no meio reacional. Alguns
ajustes na formulacdo das microparticulas sdo necessarios para aperfeigoar o
processo de encapsulagao.

Palavras chave: cor, atividade antioxidante, ABTS, TEAC.
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1. INTRODUCAO

Os carotendides compdem um grupo de compostos responsaveis pelas cores
amarela, laranja e vermelha em muitos alimentos de origem vegetal e alguns de
origem animal. Sdo também citados como responsaveis pela diminuigdo dos riscos
de doengas como cancer e doengas cardiovasculares (MATIOLI; RODRIGUEZ-
AMAYA, 2003).

Cultivos de microalgas para a obtencdo de carotendides, principalmente
betacaroteno e astaxantina (3,3' - dihidroxi — B - B' - caroteno — 4 - 4' diona),
apresentam-se muito promissores, uma vez que estes produtos vém sendo
empregados como corantes e antioxidantes e tém elevado valor comercial
(BOROWITZKA, 1993). Dentre algumas das aplicacbes comerciais, esse pigmento é
empregado em aquicultura, na alimentagao de salmonideos, vieiras e crustaceos.

Um sistema de duplas ligagdes conjugadas constitui o croméforo responsavel
pelo poder corante dos carotendides e também pela sua atuacdo contra doencas
degenerativas. No entanto, este mesmo sistema é causa de sua instabilidade e a
preservacgao de carotenoides durante o processamento € um desafio e uma grande
preocupacao (RODRIGUEZ-AMAYA, 1999).

Devido a sua estrutura altamente insaturada, a astaxantina sofre rapidamente
a acao do oxigénio (oxidacdo) quando exposto ao ar. Portanto, € necessario que
seja estabilizada para que se possa emprega-la em produtos comerciais. A
degradagdo térmica ou oxidativa da astaxantina durante o processamento ou
armazenamento pode causar a perda de seu valor nutritivo e propriedades
bioldgicas, assim como, a formagao de compostos de aroma ou cor indesejaveis.
Além disso, a baixa hidro solubilidade da astaxantina limita seu uso como
antioxidante de fase aquosa (HIGUERA et al., 2004).

Estudos estdo sendo feitos para proteger os pigmentos instaveis por
encapsulacao, suspensao ou pelo uso de outros antioxidantes naturais (PSZCZOLA,
1998). A encapsulagao é desejavel para tornar o carotendide dispersivel em agua.

Dentre os polimeros empregados nos processos industriais de
microencapsulagcdo, a quitosana mostra-se como uma alternativa eficiente e
economicamente viavel (CYSEWSKI; TODD LORENZ, 2004).
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A quitosana € um polimero biocompativel, biodegradavel e ndo toxico, que
exibe uma excelente habilidade para formar filmes e capsulas (PENICHE et al.,
2003). Devido suas caracteristicas e disponibilidade, pode ser potencialmente usada
em diversas areas tecnoldgicas, tais como: tratamento de agua e efluentes,
agricultura, fotografia, cosméticos, pele artificial, alimentos, oftalmologia, manufatura
de papel, liberacao controlada de farmacos e biotecnologia (SPINELLI, 2001).

Em alimentos, sua acgdo antimicrobiana (No et al., 2002; Rhoades e Roller,
2000; Yoshihiko et al., 2003) e sua capacidade de formac&o de filmes (Jiang e Li,
2001) despertam o interesse de pesquisadores para sua utilizagdo como
conservante em alimentos e em embalagens inteligentes (ROLLER; COVILL, 2000).
Além disso, outra aplicacdo da quitosana consiste na produ¢cdo de microparticulas
(TOZAKI et al., 2002).

A microencapsulacdo € um procedimento para revestimento e protecdo de
substancias. Nos Uultimos trinta anos os estudos dessa técnica permitiram a
ampliagdo do seu uso para a industria de alimentos, farmacéutica, aromas e
sabores, tintas, quimica, agricola, dentre outras (WIELAND-BERGHAUSEN et al.,
2002).

Varias técnicas e agentes encapsulantes vém sendo sugeridas (RE, 1998).
Houve na ultima década um grande progresso no desenvolvimento de ingredientes
microencapsulados (MATIOLI; RODRIGUEZ-AMAYA, 2003). Os estudos encontram-
se avancados em relacdo a aromas, mas limitados em termos de corantes.

A microencapsulacédo da astaxantina em uma matriz polimérica de quitosana
pode alterar suas propriedades quimicas e fisicas aumentando sua estabilidade,
assim, este trabalho teve por objetivo verificar a eficiéncia da microencapsulagao na
manutencdo da cor e atividade antioxidante da astaxantina durante um periodo de

120 dias e assim verificar sua estabilidade quimica.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Matéria prima

A astaxantina utilizada é proveniente da biomassa microalgal seca da espécie
Haematococcus  pluvialis  comercializada pela empresa CYANOTECH
CORPORATION (Havai, USA) sob o nome comercial de NatuRose. A quitosana é
proveniente da quitina obtida da carapaga de camardo (Pennaeus spp.) seguindo o
protocolo descrito por Lizardi (1998) comercializado pela empresa PHYTOMARE

(Santa Catarina, Brasil).

2.2 Reagentes

Os reagentes 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS) e
Trolox (6-hidroxi-2, 5, 7,8-tetrametilcromano-2-acido carboxilico) foram adquiridos do
Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim, Alemanha). Os demais reagentes usados, todos
de qualidade analitica, foram adquiridos da Vetec (S&o Paulo, Brasil). Agua destilada

deionizada foi utilizada em todo o processo.

2.3 Preparacgao das microparticulas

As microparticulas de quitosana foram preparadas através de emulsificagcéo
pelo método de coacervagao proposto por BUSTUS et al (2003). Foram misturados
8 mL de uma solugao de astaxantina 400 ppm, veiculada em éleo de soja com 0,1
mL de tween 20 (emulsificante) e 32 mL de uma solugao de quitosana 2% em acido
aceético 1%. A mistura foi emulsificada com o auxilio de um agitador mecénico (TE
139 — Tecnal), a uma velocidade de 8000 rpm, conforme Higuera et al. (2004).

A emulsao primaria obtida foi lentamente aspergida com a utilizagdo de um
vaporizador manual em 10 volumes de uma solugao 0,2N de NaOH /etanol (4:1) com

uma suave agitagao a fim de induzir o endurecimento e a precipitagdo das paredes
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das microparticulas. Em seguida, foram adicionados 6,4 mL de glutaraldeido
(solugado aquosa 25%) na seguinte proporgao, 2 mL de glutaraldeido para cada 10
mL de solugéo de quitosana utilizada na emulsao primaria. A fungéo do glutaraldeido
é fazer a ligagdo cruzada entre as moléculas de quitosana, induzindo a reticulagéo
(MAYYA et al., 2003).

As microparticulas filtradas foram congeladas em um congelador de placas (N
355/97 modelo PF-5) a uma temperatura de -20°C e posteriormente secas em
liofilizador (Terroni Favel modelo LT 1000/8) por um periodo de 24 horas.

Para evitar a fotooxidagao, as amostras foram protegidas com papel aluminio

durante todo o procedimento.

2.4. Extracao, determinagao e quantificacdo da astaxantina

A extracao, determinacdo e quantificacdo da astaxantina foram realizadas
segundo protocolo descrito por Suhnel et al. (2007).

Amostras (50 mg) de microparticulas e microalgas foram transferidas
separadamente para copos de Becker (40 mL) envolvidos com papel aluminio e
acrescidas de 5 mL da solugcdo extratora. Consoante ao tempo de extracdo, as
amostras permaneceram em agitagao (agitador magnético Sisatom), protegidas da
luz, em temperatura ambiente (23 °C). Apos a extragao, as amostras foram filtradas
em papel filtro, tendo seu volume final ajustado para 3 mL.

Aliquotas (300 uL) das amostras foram filtradas (0,22 um), seguido da injegéo
de 10 uL de cada amostra em cromatografo liquido (Shimzadu LC-10A), equipado
com coluna Cqg de fase reversa Vydac (BioRad, 25 cm x 4,6 mm &) e detector UV-
visivel, operando em leitura de 470 nm. Como fase movel, utilizou-se acetonitrila:
metanol (90: 10, grau HPLC), em fluxo de 0,8 mL/min.

A identificacdo da astaxantina foi realizada com base no tempo de retencéo
obtido a partir da analise de amostra padrao (0,461 mg/10 mL Hex, Sigma — MO,
USA), sob as mesmas condigdes experimentais. A quantificacdo de astaxantina foi
realizada calculando-se a integral da area dos picos correspondentes e através de
curva padrdo externa (y = 7.044,96 x, R* = 0,994).
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2.5. Eficiéncia de microencapsulagao e rendimento

Usando como base de calculo o dado de quantificacdo da astaxantina nas
microparticulas obtido por HPLC, a eficiéncia de encapsul¢édo (EM) foi calculada

através da equacao (1) proposta por Velascos et al., (2006):

EM = (6leo encapsulado / total de 6leo)*100 (1)

O Rendimento em microparticulas foi determinado através da massa de
microcapsulas obtida em fungcdo da massa total de ingredientes utilizados Mayya et
al.,(2003) (equagao 2):

Rendimento = (massa microparticulas / massa total)*100...............ccccovrrrrrrrrennees (2)

2.6. Avaliagédo dos Parametros de Cor

Os parametros de cor das amostras foram determinados através de
colorimetro Minolta Chromo CR-400 (Minolta, Ozaka, Japao) operando no sistema
CIE (L*, a* e b*), utilizando sistema de iluminagdo D65 e angulo de observagao de
10° e calibracdo em placa branca.

As microparticulas e a amostra de microalga seca analisadas foram deixadas
a temperatura e luz ambiente por um periodo de 120 dias. As leituras foram
realizadas quinzenalmente em temperatura ambiente (25 + 1°C), concomitantemente

ao ensaio de descoloracio do radical ABTS.
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2.7. Ensaio de descoloragao do radical ABTS

O ensaio de atividade antioxidante total foi realizado de acordo com o método

descrito por Re et al. (1999), modificado por Kuskoski et al (2004). O radical ABTS _
(2,2"-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)) foi gerado através da reagao

de 7,4 mM ABTS com 2,45 mM de persulfato de potassio apds 16 horas no escuro, a
temperatura ambiente. A solugdo de ABTS foi diluida com etanol até que atingisse

uma absorbancia de 0,700 £ 0,05 a 754 nm. A solugdo de ABTS+_ (980pL) foi
adicionada a 20 yL da amostra e agitada vigorosamente. A mistura permaneceu em
temperatura ambiente por 6 min e a absorbancia foi imediatamente verificada a 734
nm utilizando o espectrofotdmetro Hewlett-Packard 8425. Trolox, o analogo da
vitamina E soluvel em agua, foi utilizado como padrédo de referéncia. Uma curva
padrao foi construida através da redugao da absorbancia do ABTS com solugdes
com diferentes concentragdes de Trolox por um tempo de 6 min. A absorbancia da
solucdo oxidada resultante foi plotada contra a curva padrdao de Trolox. Os
resultados foram expressos em termos de atividade antioxidante equivalente ao
Trolox TEAC, pymol de equivalentes trolox /g de microparticulas.

As microparticulas e amostra de microalga seca foram deixadas a
temperatura e luz ambiente por um periodo de 120 dias. As leituras foram realizadas

quinzenalmente, concomitantemente as analises de colorimetria.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Preparacao das Microparticulas

A metodologia descrita para a confecgdo das microparticulas mostrou-se
efetiva, uma vez que possibilitou a produgdo de microparticulas com morfologia nao-
esférica e topografia irregular, com dimensdes variando aproximadamente entre 30 e
50 ym, que de acordo com Bustus et al., (2003) sao ideais para serem aplicadas na
industria de alimentos e na alimentagdo de organismos aquaticos (Figura 1 a, b, c,
d).

Os mesmos autores estudaram a relagao da proporcao entre a fase aquosa e
a fase oleosa da emulsdao primaria com o tamanho final das microparticulas e
concluiram que quanto maior a quantidade de agua em relagdo ao 6leo menor o
tamanho das particulas. Por este motivo foi utilizado a proporcédo 4:1 entre a fase
aquosa e a fase oleosa no preparo desta emulsao.

A concentragdo de 400 ppm de astaxantina no Oleo esta baseada na
concentragdo deste mesmo pigmento no conteudo de 6leo do microcrustaceo
Antartica krill (KOLAKOWSKA et al.,1994). A utilizacdo de uma solugao de quitosana
a 2% foi relatada como ideal para se obter uma emulsdo mais estavel de acordo com
Genta et al.,, (1997) e confirmada por Yeo et al., (2005) que observaram que
microparticulas preparadas com concentracdes altas de polimero sdo mais
resistentes e estaveis.

A morfologia, o tamanho e a formagao das microparticulas sao diretamente
afetados pela concentracdo da solugdo do polimero encapsulante bem como pelo
grau de homogeneizagdo da emulsédo (YEO et al., 2005). O processo de secagem
por liofilizagcdo consiste na saida de agua através da sublimacéo dos cristais de gelo
formados durante o processo, proporcionando a caracteristica rugosa das
microparticulas. Segundo Molina-Grima et al. (2004), o método e a velocidade de
congelamento sao criticos para que ocorra a sublimagc&do, quanto mais rapido o
congelamento menor serdo os cristais de gelo formados e, consequentemente

menores serao os poros formados.
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Figura 1 a, b, ¢, d— Micrografias eletrénicas de varredura da superficie das
microparticulas.



54

3.2. Quantificacdo da astaxantina

Baseados no tempo de retengdo da amostra padrdao descrita, o pico
correspondente a astaxantina foi identificado na amostra de microparticula e na
amostra de microalga (cromatogramas nao apresentados).

O calculo da quantidade de astaxantina foi realizado para ambas as amostras
revelando que a parcela de astaxantina presente na amostra de microalga € muito
superior aquela que aparece nas microparticulas. A microalga tem um conteudo de
astaxantina de 123,94 pg/mL e a microparticula apresentou um conteudo de 5,75
pg/mL. Como a microalga € precursora da microparticula, ou seja, as microparticulas
derivam de uma quantidade conhecida de microalgas (400 ppm), espera-se que as
microparticulas tenham uma quantidade de astaxantina proporcional a quantidade
de microalga que foi utilizada para a sua confeccao. A este fato também se associa
0 nao aparecimento dos outros picos na amostra de microparticula.

A anadlise cromatografica teve por objetivo identificar e quantificar apenas o
carotendide astaxantina, dado essencial para fazer os calculos de rendimento e

eficiéncia de encapsulagao do éleo.

3.3. Eficiéncia de microencapsulagao e rendimento

Para a amostra de microparticula foi encontrada uma eficiéncia de
encapsulacédo de 14,49 % este dado esta de acordo com o encontrado por Higuera
et al., (2004) onde relatam a obtencdo de uma eficiéncia de encapsulagdo em torno
de 11,25 %.

A baixa eficiéncia esta relacionada com a concentragdo de quitosana na
solucdo aquosa da emulsdo. Concentracdes maiores que 1,6 % aumentam a
resisténcia da membrana polimérica aumentando a estabilidade da emulsao, porém,
dificulta a encapsulacéo do éleo (FELIX, 1999).

O rendimento total calculado de microparticulas foi 30,09 %. De acordo com

Mayya et al. (2003), a ma distribuicdo dos componentes da emulsédo resulta na
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formagao de glébulos muito préximos uns dos outros, dificultando a formagéao das
microparticulas devido, principalmente, a ruptura das mesmas. Os autores
consideram este fato o principal responsavel pelos baixos rendimentos. Em um
trabalho com microparticulas de parafina eles obtiveram um rendimento de 41 %.

Mayya et al. (2003) relatam um aumento de 35 % a 70 % com aumento na
quantidade de surfactante (emulsificante) na formulagdo. O surfactante é muito
eficiente para estabilizar a emulsao, distribuindo e formando de maneira uniforme os
glébulos, que posteriormente se transformardo em microparticulas (FREITAS et al,
2005).

A microscopia optica da emulsao corrobora com esta afirmagao, uma vez que

evidencia a proximidade dos glébulos na emulséo (Figura 2).

Figura 2 - Microscopia 6ptica da emulsédo formadora das microparticulas

3.4. Avaliacéo Instrumental dos Parametros de Cor

O comportamento dos parametros de cor das microparticulas e da microalga
foi acompanhado quinzenalmente durante um periodo de 120 dias e os resultados
estdo graficamente representados (Figuras 3, 4 e 5). As amostras permaneceram
em temperatura e luz ambiente.

A Figura 3 representa o parametro L* para as amostras de microparticula e
microalga. O parametro L* mede a luminosidade do objeto, variando de 0 a 100. O

valor zero denota absorcédo de todos os comprimentos de onda do espectro, sendo
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totalmente preto e o valor 100 expressa a completa reflexdo do feixe de luz
(MACDOGALL, 2002).

L* microparticulas

—s— [ * microalga
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35

Valores de L*

25
20 T T
0 15 30 45 60 75 90 105 120

Tempo (dias)

Figura 3 - Parametro de cor L* para as amostras de microparticulas e de microalga ao longo do
tempo.

A Figura 4 representa graficamente o parametro de cor a*, que representa a
cromaticidade do material e evolui da cor vermelha (valores positivos) a cor verde
(valores negativos) (MACDOGALL, 2002).
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Figura 4 - Parametro de cor a* para as amostras de microparticulas e de microalga ao longo do
tempo.
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A Figura 5 apresenta o parametro b*, que mede a cromaticidade do material
que progride do azul (valores negativos) para o amarelo (valores
positivos)(MACDOGALL, 2002).

—e— b* microparticulas

—=— b* microalga
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—_ - N
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I

— 5 m s u 8 5 5 —=

0 15 30 45 60 75 90 105 120

o

Tempo (dias)

Figura 5 - Pardmetro de cor b* para as amostras de microparticulas e de microalga ao longo do
tempo.

Desde o tempo zero, as microparticulas apresentam os valores de b* e L*
mais elevados quando comparados com a microalga, fato justificado pela diluicdo do
carotendide na formagao da emulsao. Enquanto a microalga tem uma cor vermelha

escura, as microparticulas sdo alaranjadas (Figura 6 b e a respectivamente).
;5/:’1 i ’ I !

&

Figura 6 — Foto ilustrando a diferenga entre a cor das microparticulas (a) e da biomassa de microalga

(b).

Apesar da diferenga na cor, tanto a microparticula quanto a microalga

apresentam inexpressiva variagao dos parametros ao longo do tempo.
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A maneira como a cor se degrada ao longo do tempo em ambas as amostras,
pode ser relacionada principalmente com a protecao fisica contra os processos de
degradagdo exercida pela quitosana (microparticulas) e pela parede celular
(microalga).

Dong et al (2004), reportam o aumento da qualidade e do tempo de prateleira
de frutas recobertas com quitosana. Chien et al (2005) reafirmam o aumento do
tempo de prateleira e da estabilidade da cor em pedacos de manga recobertos com
quitosana. Eles relatam que a quitosana ndo altera a cor original e previne o
escurecimento da fruta.

Higuera-Ciapara (2004) afirma que a matriz polimérica formada durante o
processo de microencapsulagdo da astaxantina protege o pigmento da oxidagao
térmica e oxidativa. O autor também afirma que a estabilidade oferecida ao pigmento
pela encapsulacdo depende das condi¢cdes do processo.

Os dados obtidos com o experimento confirmam a habilidade da quitosana
em proteger o carotenodide astaxantina da degradagdo oxidativa, ndo alterando a
manifestacdo de cor do carotendide, concordando com os trabalhos citados e

utilizados como referéncia.

3.5. Ensaio de Descoloracido do Radical ABTS

A atividade antioxidante das microparticulas foi medida em termos de poder

de sequestro de radicais, de acordo com o método ABTS. Este método mede a

habilidade da amostra em sequestrar o radical ABTS+_, comparada com uma
quantidade padrdo de Trolox, e € uma excelente ferramenta para determinar a
atividade antioxidante de antioxidantes doadores de hidrogénio e de antioxidantes
terminadores de cadeias (RE et al, 1999).

A atividade antioxidante das microparticulas e da microalga foi acompanhada

quinzenalmente por um periodo de 120 dias (Figura 7).
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Figura 7 - Grafico da atividade antioxidante (mM TEAC) da amostras de microparticulas e de
microalga ao longo do tempo.

Percebe-se uma diminuigdo da atividade antioxidante (mM TEAC) para a
microparticula, nos primeiros 30 dias de acompanhamento. Tal diminuigcao
provavelmente ocorreu devido a presenca de moléculas de astaxantina presentes na
superficie da microparticula e portanto, susceptiveis a degradagao oxidativa.

Os valores de TEAC para as microparticulas podem ser considerados bons
quando comparados aqueles encontrados por outros autores. Segundo Miller (1996),
num estudo da comparagdo da estrutura do carotendide com sua atividade
antioxidante, os valores em TEAC para o carotendide astaxantina ndo passam de
0,03 mM. O autor atribui este fato a estrutura do carotendide e n&do considera a
disponibilidade deste para a reacéo.

Estrutura, forma fisica (agregados ou mondémeros, forma cis ou trans),
localizac&o ou sitio de agdo na molécula carotendide dentro da célula, potencial de
interagdo com outros carotendides ou antioxidantes, concentragdo dos carotendides
sdo os fatores que influenciam a acdo dos carotendides em sistemas bioldgicos
(YOUNG; LOWE, 2001).

Wood et al (1997) demonstraram que a B-criptoxantina e a zeaxantina (ambas
xantofilas) foram mais efetivas contra o radical alquilperoxila (ROO) em membranas
lipossomais que o B-caroteno e o licopeno. Zeaxantina e (-caroteno tem o mesmo

comprimento de cadeia conjugada C=C e o mesmo comportamento em solugao
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aquosa; portanto, as diferencas observadas devem-se principalmente a localizagéo e
orientagao destes na bicamada lipidica.

A concentragcdo de carotendides na amostra de microalga é aproxidamente
vinte vezes maior do que a encontrada nas microparticulas, porém a localizagdo do
pigmento dentro da célula de microalga dificulta a disponibilidade do mesmo,
justificando a atividade antioxidante mais baixa quando comparada a encontrada
para as microparticulas.

A célula encistada de Haematococcus pluvialis consiste em 70% de
carboidratos, 3% de celulose e 6% de proteinas (HAGEN; SIEGMOUND; BRAUNE,
2002). O encistamento da célula dificulta a biodisponibilidade da astaxantina
(SARADA et al, 2006). Este fato ja foi reportado por Sommer, Potts e Morrisey
(1991) em um experimento com alimentacdo de truta arco-iris com células
encistadas de Haematococcus pluvialis. A alimentagao nao resultou na pigmentagao
da carne da truta e a astaxantina s6 ficou disponivel para ser assimilada apds o
rompimento da célula encistada.

Nao ha consenso entre os pesquisadores em relagcao a atividade antioxidante
dos carotendides, mas estudos ja realizados permitem concluir que em sistemas
bioldgicos existem muitos fatores que podem reduzir a eficacia destes compostos,
entre estes se destaca a biodisponibilidade (YOUNG; LOWE 2001).
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4. CONCLUSOES

A metodologia utilizada para a confeccdo das microparticulas possibilitou a
produgcao de microparticulas com dimensdes ideais para serem usadas na industria
de alimentos e na alimentagao de organismos aquaticos.

O tamanho e formato das microparticulas foram relacionados com o processo
de secagem por liofilizagdo e com a proporgao agua e 6leo na emulsao primaria.

A ma distribuicdo da emulsao foi a responsavel pelo baixo rendimento em
microparticulas.

A quantidade de astaxantina encontrada nas microparticulas foi satisfatéria e
proporcional a quantidade de microalga utilizada para sua confecgéo.

A quitosana demonstrou um grande desempenho para encapsular a
astaxantina protegendo sua atividade antioxidante e preservando sua cor, além de
torna-la mais disponivel para o meio de reacao.

Ajustes na metodologia sao necessarios para aumentar os indices de
rendimento e eficiéncia de encapsulacdo, bem como, padronizar o tamanho e o
formato das microparticulas.

O sucesso da quitosana como agente encapsulante da astaxantina, possibilita
a utilizagdo mais eficiente deste pigmento em diversas areas inclusive na aquicultura

mercado em ascensao e maior consumidor mundial de astaxantina.
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Analise Térmica, Morfologia e Espectroscopia no Infravermelho de microparticulas
de quitosana e astaxantina

RESUMO

A quitosana é um polissacarideo linear obtido da desacetilacdo da quitina. Varias
aplicagdes para a quitosana foram propostas na literatura principalmente no
desenvolvimento e producao de filmes, membranas e microparticulas. A astaxantina
€ um carotendide presente em organismos marinhos que possui atividade
antioxidante e é altamente susceptivel a oxidacado devido a sua estrutura insaturada.
Neste trabalho microparticulas de quitosana com astaxantina foram caracterizadas
por espectroscopia no infravermelho (FTIR), microscopia eletrénica de varredura
(MEV) e analise térmica (DSC, TGA). Os resultados obtidos por FTIR identificaram a
formagdo do complexo quitosana — astaxantina via liga¢gdes de hidrogénio entre os
grupos funcionais amida e carbonila, respectivamente. As analises térmicas
permitiram acompanhar o processo de desidratacédo e a temperatura de transicao
vitrea dos componentes (quitosana e astaxantina) individualmente e quando
presentes nas microparticulas. Foi possivel observar por DSC, a fusdo da fase
oleosa no interior da microparticula. A microscopia eletrbnica de varredura apontou
microparticulas com morfologia nao esférica, dimensdes variando de 30 um a 50 ym
e superficie rugosa. A formacdo do complexo quitosana — astaxantina alterou a
estabilidade térmica quando comparado aos componentes individualmente, fato

elucidado por analise termogravimétrica.

Palavras chave: quitosana, astaxantina, FTIR, DSC, MEV.
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1. INTRODUGCAO

A quitosana € um material biodegradavel e atdxico, € uma substancia que
vem sendo utilizada na biomedicina, na industria de cosméticos, na agricultura,
como fibra téxtil e no tratamento de agua. Além disso, outra aplicagdo da quitosana
esta na producao de microcapsulas (TOZAKI et al, 2002)

A astaxantina é um carotendide de ocorréncia natural e esta presente
principalmente em organismos marinhos como crustaceos e moluscos e
representam um composto bioldgico importante. Alguns estudos demonstram que a
astaxantina possui uma forte atividade antioxidante e um efeito protetor contra
doencgas degenerativas (KURIHARA et al, 2002; NAGUIB, 2000). Muitos autores
reportam que a atividade antioxidante da astaxantina é maior que a do [3-caroteno e
do a-tocoferol, porém, a astaxantina é muito susceptivel a processos de degradacéo
oxidativa, devido a presenga de uma longa cadeia de dupla ligagdes na sua
estrutura (JYONOUCHI et al, 2000). Devido a sua alta instabilidade, compostos
como a astaxantina ndo podem ser manipulados na sua forma cristalina,
estabilizados em emulsées ou microencapsulados.

A encapsulacdo é uma técnica de aprisionamento de ingredientes sensiveis
em capsulas. Este processo € muito utilizado para proteger os compostos volateis
durante seu processamento e armazenamento, baseia-se na preparagdo de uma
emulsdo entre o composto a ser encapsulado e o agente de encapsulagéo, seguido
da secagem da emulsao (PARTANEN et al., 2002).

A microencapsulagdo com matrizes poliméricas teve um consideravel
aumento nas ultimas décadas, resultado de um grande numero de aplicagdes na
industria, agricultura, farmacos e biotecnologia (PENICHE et al, 2003).

Biopolimeros de ocorréncia natural como a quitosana apresentam um grande
potencial como matriz encapsulante (RIBEIRO et al, 2005).

A quitosana € um polissacarideo derivado da quitina e compreende os
copolimeros de glucosamina e a N-acetil-glucosamina (copolimero de B-(1-4)-D-
glucosamina e B-(1-4)-N-acetil-D-glucosamina), sendo encontrada em abundancia
na natureza, principalmente em carapaca de crustaceos (KATO et al., 2003)

Devido ao carater basico, atribuido a presenga do grupamento amina nas

unidades repetidas, e a sua biodegradabilidade, esses dois polimeros vém
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despertando bastante interesse de cientistas e tecndlogos, que tém descoberto
diversas aplicagdes, especialmente na area biomédica (SINGH; RAY, 1994).

Microparticulas de astaxantina com quitosana foram preparadas e
caracterizadas quanto a forma e estrutura utilizando analise térmica (DSC, TGA),
espectroscopia no infravermelho (FTIR) e microscopia eletrbnica de varredura
(MEV).



71

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Preparagao das microparticulas

As microparticulas de quitosana foram preparadas através de emulsificacdo
pelo método de coacervagao proposto por BUSTUS et al (2003). Foram misturados
8 mL de uma solugdo de astaxantina 400 ppm, veiculada em éleo de soja com 0,1
mL de tween 20 (emulsificante) e 32 mL de uma solugdo de quitosana 2% em acido
acético 1%. A mistura foi emulsificada com o auxilio de um agitador mecénico (TE
139 — Tecnal), a uma velocidade de 8000 rpm, conforme Higuera et al. (2004).

A emulsdo primaria obtida foi lentamente aspergida com a utilizagdo de um
vaporizador manual em 10 volumes de uma solugao 0,2N de NaOH /etanol (4:1) com
uma suave agitagao a fim de induzir o endurecimento e a precipitagao das paredes
das microparticulas. Em seguida, foram adicionados 6,4 mL de glutaraldeido
(solugdo aquosa 25%) na seguinte proporgéo, 2 mL de glutaraldeido para cada 10

mL de solugéo de quitosana utilizada na emulséo primaria (MAYYA et al., 2003).

2.2. Morfologia das microparticulas

As microparticulas liofilizadas foram colocadas em porta-amostra (stubs) e
cobertas com uma camada de ouro/paladio para formar um filme condutor utilizando-
se o0 equipamento Cool Sputter Coater (Baltec, SDC 005).

Micrografias das amostras foram obtidas usando-se um microscopio
eletrébnico de varredura (Philips, Model XL30) numa intensidade de 10 kv, com

diversos aumentos.

2.3. Espectroscopia de Infravermelho
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Espectroscopia de infravermelho (FTIR) foi realizada com espectrofotdmetro
16 PC Perkin Elmer com uma resolugdo de 4 cm—1, num intervalo de numero de
onda de 4000-400 cm™, a temperatura ambiente. Os espectros FTIR foram obtidos
antes e depois do processamento da quitosana e astaxantina em microparticulas
para observagdo de grupos funcionais, em pastiha de KBr de grau
espectrofotométrico. Foi tomado o cuidado para a utilizacdo de mesma massa de

KBr, quitosana, astaxantina e microparticulas na elaboracéo das pastilhas.

2.4. Calorimetria Exploratédria de Varredura

Termogramas das microparticulas (quitosana/astaxantina), quitosana e
astaxantina em o6leo de soja foram obtidos com um calorimetro exploratério de
varredura (Shimadzu DSC50) interligado a um computador para aquisi¢do dos dados
pelo software DSC50. Amostras de aproximadamente 15 mg foram colocadas em
panelas de aluminio hermeticamente fechadas, utilizando-se uma panela vazia como
referéncia. As amostras foram submetidas a uma primeira varredura de temperatura
até 130°C (taxa de aquecimento de 20°C. min™') para remover agua adsorvida e
destruicdo da “histéria térmica”. Foram rapidamente resfriadas (-50°C) com
nitrogénio liquido e uma segunda varredura foi efetuada até 300°C (taxa de
aquecimento de 10°C.min™') com uma atmosfera dinamica de nitrogénio de 50 cm?.
min™'. As amostras de astaxantina em 6leo foram resfriadas até -50°C em nitrogénio
liquido e submetidas & analise até 300°C (taxa de aquecimento de 10°C.min™").

Todos os testes foram realizados em duplicata. A temperatura de transi¢cao
vitrea foi calculada no ponto de inflexdo na linha base causada pela variacdo do

calor especifico da amostra.

2.5. Analise Termogravimeétrica (TGA, DrTGA)

Andlises termogravimétrica (TGA) e termogravimétrica diferencial (DrTGA)

foram realizadas em equipamento Shimadzu (Shimadzu50) interligado a computador
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para aquisicdo dos dados, usando-se o software TGA-50. Experimentos nao-
isotérmicos foram realizados a partir da temperatura ambiente (25°C) até 600°C.
Todas as analises foram realizadas com cerca de 10 mg de amostra em panela de
platina sob atmosfera dinamica de nitrogénio (50 cm®. min”). As amostras
(microparticulas, quitosana e astaxantina em 6leo) foram submetidas a uma taxa de

aquecimento de 10°C.min™".
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3. RESULTADOS e DISCUSSAO

3.1. Morfologia

A analise das microparticulas por microscopia eletrbnica de varredura revela
que as mesmas apresentam um tamanho ndao homogéneo e um formato néao
esférico com o didmetro variando de 33 um a 54 um, além de apresentar superficie
rugosa e estriada (Figura 1a -1e).

A microscopia também indica a formacédo de um filme continuo marcado por
depressdes e rugosidades da parede. De acordo com a literatura, a morfologia de
microparticulas obtidas por spray-dryer (Young, Sarda e Rosenberg 1993) ou por
coacervagao seguida por secagem a vacuo (Hogan et al., 2005 e Santinho et al.,
1999), apresentam um formato mais esférico, com a parede menos rugosa e
dimensdes variada. Como as microparticulas foram obtidas por liofilizagdo, é
possivel que durante o congelamento da emulsdo a fase aquosa tenha deformado
os glébulos de astaxantina em oOleo e, que posteriormente, com a desidratagao estes
tenham mantido a deformacdo provocada pela dilatacdo da fase aquosa da
emulsdo, resultando num formato ndo esférico.

Mukai-Correa et al. (2005) observaram em microparticulas secas por
liofilizagdo, analisadas por microscopia eletrbnica de varredura, um alto grau de
aglomeragao, um contorno proximo do esférico e um diametro em torno de 150 um.
O material polimérico usado por estes autores foi caseina, o material encapsulado foi
gordura vegetal hidrogenada e a metodologia utilizada foi gelificagcéo ibnica.

Para verificar a existéncia ou ndo de poros nas microparticulas, foi realizado
um ensaio piloto onde estas foram imersas e agitadas em éter de petréleo ou agua
(dados nao apresentados). As microparticulas sedimentaram apds alguns segundos
e se depositaram no fundo de tubos de ensaio, podendo ser facilmente re-
suspendidas por agitacado, seguido de nova sedimentagdo sob repouso. Dentro do
intervalo de tempo do estudo, as amostras imersas em agua ou éter de petroleo
aparentaram estabilidade sob condi¢des de estocagem a temperatura ambiente e

sem abrigo da luz.
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Figura 1 — Micrografias por microscopia eletrbnica de varredura da superficie de
microparticulas, com as respectivas medidas em duas dimensoes (a, b, c, d, e).

3.2. Espectroscopia de infravermelho (FTIR)

A Figura 2 mostra os espectros de FTIR para a astaxantina (a), quitosana (b),
microparticula quitosana/astaxantina (c) e microparticula quitosana/astaxantina

reticulada com glutaraldeido.
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Figura 2 — Espectros de infravermelho para astaxantina (a), quitosana (b),

microparticula quitosana/astaxantina (c) e microparticula quitosana/astaxantina
reticulada com glutaraldeido (d).

No espectro da astaxantina (Figura 2-a) a banda na regido 3450 cm™
corresponde ao estiramento OH, enquanto estiramentos na regidao 3010 cm™, 2925
cm” e 2854 cm™ correspondem & presenca da cadeia isoprendide. A banda na
regido de 1743 cm™ esta relacionada com a deformagéo axial de C = O sob efeito
indutivo de um grupo OH vizinho. O efeito indutivo reduz o comprimento da ligagao
C=0 e aumenta em consequéncia a constante de forca e a freqiéncia da absorcao.
Che et al. (2007), atribuiram a banda em 1736 cm™ & presenca do ligacdo C=0 na
molécula de astaxantina. A banda na regido de 1460 cm™ corresponde a
deformagao angular assimétrica (8,s) de grupamentos metila (CHj3).

O espectro de infravermelho para a quitosana (Figura 2-b) mostra bandas de
absorgdo em 3430 cm™ (estiramento OH combinado com NH), duas outras bandas

em 2910-2883 cm™ s&o tipicas de grupos C-H. A banda amida I, um estiramento
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C-O juntamente com uma deformacdo NH é visualizada em 1654 cm™. Nota-se um
pequeno ombro, devido sobreposicdo da banda amida |, na regido de 1590 cm™
relacionado a grupos NH, da quitosana. Tem-se ainda, uma banda a 1080 cm’
devido ao estiramento C-O do anel piranosidico. O espectro obtido no presente
estudo, para a quitosana, € similar aos publicados por Pawlak e Mucha (2003) e
Tirkistani (1998b).

A estrutura quimica da quitosana apresenta dois grupamentos polares
capazes de formar ligagdes de hidrogénio, o grupo hidroxila e o grupo amino. No
espectro de infravermelho da microparticula (quitosana/astaxantina) (Figura 2-c) a
banda na regiao do estiramento OH e NH desloca-se para valores menores (3400
cm™), sugerindo a presenca de interacdo via ligacdes de hidrogénio entre os
componentes, o0 mesmo acontecendo para a microparticula tratada com
glutaraldeido, porém com um deslocamento menor (3420 cm™). Considerando que
durante a reagao de reticulagédo “cross-linking” com glutaraldeido alguns grupos
amino sao transformados em imina, pode-se presumir que para a amostra de
quitosana reticulada (Figura 2-d), exista um numero menor de grupos amino
disponiveis para interagir via ligagées de hidrogénio, ocasionando um efeito menor
no deslocamento da banda na regiso de 3400-3500 cm™.

Outra regidao do espectro de infravermelho da microparticula com e sem
tratamento com glutaraldeido onde se pode verificar a presenca de interagdo entre
as moléculas que compdem a microparticula (quitosana e astaxantina) € a regiao da
amida | (quitosana) e carbonila (astaxantina). Verifica-se o aparecimento de duas
bandas (1650 cm™ e 1560 cm™). Sendo que no espectro da microparticula sem
reticulacéo a banda a 1560 cm™ aparece com maior intensidade, enquanto a banda
a 1650 cm™ aparece como um “ombro” sobreposto. J& para a amostra de
microparticula tratado com glutaraldeido (reticulada) ha uma maior definicdo entre as
duas bandas (1650 e 1560 cm™), sugerindo a participacdo dos grupos amida |
(quitosana) e carbonila (quitosana e astaxantina), via ligacdo de hidrogénio na

interacdo molecular, em ambos os casos (com e sem glutaraldeido).
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3.3. Analise Termogravimétrica

A analise termogravimétrica envolve a medida da variacdo de massa (perda)
de uma amostra, sob a forma de produtos volateis, em funcdo da temperatura ou do
tempo. Quando materiais poliméricos s&do submetidos a um tratamento térmico
podem apresentar mudangas estruturais ocasionadas por perda de agua adsorvida
ou quebra de ligagdes quimicas nas cadeias principais e laterais.

As Figuras 3 a 5 mostram as curvas termogravimétricas para os sistemas em
estudo. E observado, de maneira geral, que tanto para quitosana pura como para as
microparticulas (com ou sem tratamento com glutaraldeido) ocorre um estagio inicial
de perda de massa na regiao que vai até préximo de 200°C. Este estagio inicial de
decréscimo de massa esta relacionado a perda de agua adsorvida ou agua ligada.
Os sitios ligantes para as moléculas de agua na quitosana s&o os grupos hidroxila
(OH) e amino (NH;) presentes na cadeia polimérica. Este resultado € similar aos
relatados por Nieto, Peniche-Covas e Padron (1991); Tirkistani (1998a e 1998b);
Neto et al (2005).

Ao se ampliar a regido do primeiro estagio de perda de massa, a qual esta
relacionada a perda de agua ligada ou adsorvida, nas curvas de DrTGA, percebe-se
que seus formatos nao sdo similares (Figura 6) . Os polissacarideos (quitosana)
possuem uma forte afinidade por agua e podem facilmente hidratar, resultando em
macromoléculas com estrutura desordenada. De acordo com Kittur et al. (2002), as
propriedades de hidratacdo destes polissacarideos dependem da estrutura primaria
e supramolecular. Assim, variagdes na area do pico (relacionada a quantidade de
perda de agua) e/ou a posi¢cao da temperatura de maxima velocidade de perda de
massa indica que estes sistemas diferem em sua capacidade de ligagdo de agua e
na for¢a da interagdo entre a agua e o polimero (quitosana).

A curva termogravimétrica para a quitosana indica uma perda de massa no
estagio inicial (perda de agua) da ordem de 9,013 % e uma temperatura de maxima
perda a 75,11°C, ja para a microparticula quitosana-astaxantina uma perda de
massa de 8,816% a uma temperatura de maxima perda a 78,89°C, enquanto para a
amostra de microparticulas reticuladas com glutaraldeido a perda de massa é
menor, na ordem de 4,188 % a uma temperatura de maxima perda de massa a
89,73°C (Figura 6).
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Considerando a estrutura quimica da quitosana com seus dois grupamentos
(hidroxila e amino) disponiveis para ligagdo com a molécula de agua e os estudos de
Rueda et al (1999) com espectroscopia de infravermelho, que revelaram que a
interagdo da molécula de agua é mais forte com os grupos hidroxila do que com os
grupos amino, além do que foi revelado pelos espectros de infravermelho com
transformada de Fourier (Figura 2a-2d), pode-se presumir que no caso da quitosana
pura a perda de agua ocorre numa menor Tmax, devido a uma maior facilidade da
remogao de agua (ligada a grupos amino).

Considerando que durante as reagdes de reticulacdo “crosslinking” alguns
grupos amino sao transformados em imino, pode-se presumir, que numa amostra de
microparticula onde a quitosana tenha sofrido reticulagdo exista um numero menor
de grupos amino disponiveis para interagir com moléculas de agua, resultando numa
perda de agua menor. Além disso, a Tmax desloca-se para valores mais altos,
porque neste caso, as moléculas estdo ligadas ao grupos hidroxila, onde sua

interacdo é mais forte.
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Figura 3 — Termograma da quitosana pura
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Figura 4 — Termograma da microparticula (quitosana/astaxantina).
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Figura 5 — Termograma da microparticula (quitosana/astaxantina) com glutaraldeido.
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Figura 6 — Regidao ampliada da perda de agua para quitosana pura, microparticula

quitosana/astaxantina e quitosana/astaxantina entrecruzada com glutaraldeido.

Enquanto se observa dois estagios de perda de massa para a quitosana pura,
para as amostras de microparticulas (Figuras 4 e 5) percebe-se trés de
decomposicao térmica. A degradacao térmica para a quitosana indicou uma Tmax
para o segundo estagio de perda de massa de 321,36°C (285,74-368,43°C) e uma
perda de massa da ordem 50,340 %. Zohuriaan e Shokrolahi (2004) reportam um
primeiro estagio de perda de massa com um Tmax de 47°C (45,0-90,0°C) e uma
perda de 6 %, enquanto para o segundo estagio de perda de massa (282,5-358,4°C)
uma Tmax de 325,5°C e uma perda de massa de 40,5 %. Ja Tirkistani (1998a, b)
relata Tmax em 334°C com uma perda de massa de 49 % para a quitosana pura, no
segundo estagio de perda de massa. Tais resultados séo similares aos obtidos pelo
presente estudo.

As microparticulas apresentaram um segundo estagio de perda de massa
com picos de maxima velocidade de perda de massa em 232,99°C (Figura 4) e
264,80°C (Figura 5). O termograma do 6leo contendo astaxantina (Figura 7)
apresenta um unico estagio de perda de massa, entre 423,06°C e 482,89°C, com um
pico de maxima velocidade de perda em 454,09°C. Com base nestes dados, é
possivel atribuir ao segundo estagio de perda de massa das microparticulas (Figuras
4 e 5) uma diminui¢cao da estabilidade térmica das cadeias poliméricas da quitosana

provocada pelo dleo contendo astaxantina. E que esta desestabilizagdo térmica é
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menor na amostra que sofreu o tratamento quimico (reticulagdo) com glutaraldeido
(Figura 5).
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Figura 7 — Termograma de astaxantina em 6leo de soja (0,04 g/dL)

3.4. Calorimetria Exploratéria de Varredura

A fusdo da solucao de astaxantina em déleo (Figura 8) se deu num intervalo de
temperatura de -21,63°C “onset” a -2,16°C “endset”, com um pico em -9,72°C. As
propriedades de um 6leo refletem sua composigao, principalmente de acidos graxos.

De acordo com Hammond et al. (2005) o éleo de soja tem um ponto de fuséo
de -0,6°C e um ponto nuvem de -9,0°C. Hartmann et al. (1996) em analise por DSC
de oleo de soja tipico, relataram uma temperatura de “onset” a -39,6°C, de “endset”
a -0,6°C e um maximo a -9,4°C, resultado este similar ao obtido no presente estudo
(Figura 8).
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Figura 8 — Termograma DSC para solugao astaxantina/éleo de soja.

Um dos critérios que se costuma adotar em sistemas poliméricos para
avaliagao de possiveis interacdes entre os componentes dos sistemas baseia-se da
determinacao da temperatura de transicao vitrea (TQ).

A amostra de quitosana foi primeiramente submetida a uma primeira corrida
de DSC para remogédo de agua e destruicdo da historia térmica da amostra. As
analises de TGA (Figuras 3 e 6) demonstraram que a amostra de quitosana pura
continha cerca de 9 % de agua. A Figura 9 apresenta o termograma DSC para a
quitosana pura (22-corrida).

A temperatura de transicdo vitrea (Tg) pode ser obtida por calorimetria
exploratéria de varredura. A Tg da quitosana € ainda objeto de controvérsia nos
meios cientificos. A principal razdo pode ser por se tratar de um polimero natural,
algumas propriedades como cristalinidade, massa molar e grau de desacetilagéo
podem apresentar variagdes conforme a fonte e/ou método de extragdo e isso
certamente ira influenciar na Tg. Ratto et al (1995) observaram uma Tg para a
quitosana a 30°C para teores de agua de 8 % a 30 %. Lazadidou e Biliaderis (2005)
encontraram um Tg variando de -23°C a 67°C, de acordo com o teor de agua da
amostra, indicando nos dois casos um efeito plastificante da agua. Por outro lado,

Skurai, Maegawa e Takahashi (2000) observaram a Tg em 203°C, enquanto Kittur et
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al (2002) e Neto et al (2005) ndo encontraram evidéncias de Tg, sugerindo que a Tg
para a quitosana poderia estar proxima da faixa de temperatura de degradacao
térmica. No presente estudo foi determinada uma Tg de 104,08°C (Figura 9), apos

uma primeira corrida para remogao de agua adsorvida na amostra.
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Figura 9 — Termograma DSC para a quitosana.

Os termogramas das microparticulas quitosana-astaxantina sem e com
reticulacdo quimica sdo apresentados nas Figuras 10 e 11. Em ambas as amostras
€ perceptivel um pico endotérmico predominante devido a remogao de agua
adsorvida.

Para a amostra quitosana-astaxantina sem o tratamento com glutaraldeido
este pico endotérmico situa-se a 118,50 °C, enquanto na amostra que sofreu o
tratamento com glutaraldeido este pico esta deslocado para um temperatura mais
alta, isto é, para 135,67°C. Estas temperaturas estdo de acordo com as analises
termogravimétricas, onde o tratamento com glutaraldeido efetuou um deslocamento
no pico de velocidade maxima de perda de massa, também para temperaturas mais
elevadas, devido a reacao de reticulagado quimica (crosslinking). Isto demonstra uma
alteracao na relagao de forga na interagédo polimero-agua entre as amostras.

Em ambas as amostras de microparticulas foi possivel a determinacdo da
temperatura de transigéo vitrea (Tg). Observa-se que houve uma diminuigdo na Tg
da quitosana presente na microparticula, possivelmente devido a um efeito

plastificante provocado pelos acidos graxos e astaxantina microencapsulados. A
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plastificacdo, a nivel molecular, leva a um aumento do espago intermolecular ou
volume livre, diminuindo a viscosidade local e aumentando a mobilidade. O efeito
plastificante foi mais pronunciado na amostra que nao sofreu reticulagdo (Tg =

55,50°C) do que na amostra que foi submetida ao tratamento com glutaraldeido (Tg

= 60,70°C).

55.50°C
-11.72°C

Endotérmico
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T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
25 0 25 50 75 100 125 150 175 200 225
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Figura 10 — Curvas de DSC para a microparticula quitosana-astaxantina em oleo.

Um pico endotérmico discreto, em temperaturas negativas, foi observado nas
amostras de microparticulas (Figuras 10 e 11, devido a fus&o da fragao lipidica

presente, demonstrando a microencapsulagao.
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Figura 11 — Curva de DSC para a microparticula quitosana — astaxantina em dleo

tratado com glutaraldeido.
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4. CONCLUSOES

O tamanho ndo homogéneo das microparticulas ocorreu pela distribuicao
irregular da emulsao e o formato nao esférico foi atribuido ao processo de secagem
por liofilizagao.

O aparecimento e o deslocamento de bandas na regido do infravermelho
possibilitaram a identificagao de grupos funcionais caracteristicos da quitosana e da
astaxantina bem como possibilitaram a identificacdo do complexo astaxantina-
quitosana nas microparticulas.

As analises termogravimétricas demonstraram que o complexo astaxantina-
quitosana reduziu a capacidade de hidratacdo da quitosana e diminui sua
estabilidade térmica

Foi possivel a identificagdo da temperatura de transi¢ao vitrea (Tg) da
quitosana e das microparticulas.

A temperatura de transi¢ao vitrea da quitosana esta relacionada com sua
capacidade da hidratagao.

Os acidos graxos presentes na astaxantina provocaram um efeito plastificante
na quitosana diminuindo a temperatura de transigcao vitrea da quitosana.

A reticulagéo da quitosana com glutaraldeido aumenta a estabilidade térmica
da quitosana nas microparticulas.

A expansao continua e crescente do mercado mundial de produgao de
astaxantina e a abertura de novos mercados (farmacéutico e de alimentos) para este
produto sdo um incentivo para maiores estudos e aprimoramento de técnicas para

viabilizar o uso deste carotendide.
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APENDICE A - Trabalho apresentado no XX Congresso Brasileiro de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos (CBCTA) — Curitiba/PR — Outubro/2006.

Perfil de liberagao de astaxantina em microparticula de quitosana
Renata A. Ozério; Bianca H. Beal; Roberto B. Derner; Roseane Fett; Pedro L. M. Barreto

O interesse cada vez maior da industria por carotendides naturais pode ser
explicado pela capacidade atribuida a eles de prevenir doengas degenerativas,
combatendo os radicais livres, atuando como agentes anticancer e estimuladores
imuno-sistematicos. Devido a sua alta instabilidade, estes compostos usualmente
nao sao manipulados na sua forma cristalina, mas preferencialmente imobilizados
em emulsdes ou microcapsulas. A microencapsulagao € um processo que consiste
na formagao de uma matriz polimérica, ou uma cobertura ao redor do composto em
particular, a fim de proteger sua atividade biolégica dos fatores ambientais,
aumentando assim, sua estabilidade fisico-quimica. Dentre as matrizes mais
comumente utilizadas estdo aquelas que incluem os hidrolisados de amido e as
gelatinas, bem como caseinatos, derivados de celulose, pectina, beta-ciclodextrina e
quitosana. O presente trabalho tem por objetivo tragar o perfil de liberacdo da
astaxantina a partir das microparticulas de quitosana, em dois solventes distintos,
agua destilada e éter de petréleo. Para tanto foram preparados 40 amostras com
100mg de microparticulas, sendo 20 amostras para cada solvente. Em seguida
realizou-se leitura em espectrofotémetro UV-VIS (450nm), conforme metodologia
descrita por Fett et al (2002), com construgcdo de uma curva da quantidade de
astaxantina liberada em funcéo do tempo de exposi¢cao ao solvente (agua ou éter de
petréleo). As micrografias de superficie, obtidas por Microscopia Eletrénica de
Varredura, mostram as microparticulas com aspecto esferbéide com diametro em
torno de 35-50 um e superficie rugosa. Verificou-se uma diferenga nos perfis de
liberagdo de astaxantina a partir das microparticulas de quitosana quando em agua
ou éter de petrdleo. A liberacdo maxima foi maior em agua (6,3.10° g/100g de
microparticula) do que em éter de petréleo (0,3.10° g /100g de microparticula). A
liberagdo de astaxantina em éter de petréleo foi maxima apos 5 minutos, em seguida
apresentou um declineo na liberacdo, demonstrando que a astaxantina liberada se
encontrava adsorvida na camada externa da microparticula, ou seja, astaxantina que
nao estava encapsulada. Em agua, houve uma liberagédo mais lenta, atingindo um
maximo apos 40 minutos de exposi¢cao, apresentando uma relagdo exponencial da

liberacdo de astaxantina em fungcdo do tempo de exposicdo ao solvente.
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APENDICE B - Trabalho apresentado no XX Congresso Brasileiro de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos (CBCTA) — Curitiba/PR — Outubro/2006.

Espectrometria no Infra-Vermelho do complexo quitosana-astaxantina em

microparticulas
Renata A. Ozoério; Roberto B. Derner; Pedro L. M. Barreto

Os processos de desenvolvimento, de producao e de utilizagdo de compostos
naturais com propriedades bioativas apresentam elevada significAncia devido as
inumeras aplicagdes nas industrias de alimentos e farmacéutica, entre esses
compostos, destaca-se a astaxantina, com atividade antioxidante. O processo de
microencapsulacdo vem sendo usado para proteger e disponibilizar compostos
bioativos em alimentos. Dentre os polimeros empregados nos processos de
microencapsulagdo a quitosana mostra-se uma alternativa eficiente e
economicamente viavel. O objetivo deste trabalho foi elaborar uma microparticula de
quitosana contendo astaxantina microencapsulada, avaliar a morfologia por
microscopia eletrbnica de varredura (MEV) e verificar alteragdes quimicas
provocadas pela formacdo do complexo quitosana-astaxantina tanto na molécula
polimérica como na molécula encapsulada (astaxantina) por espectroscopia de
infravermelho (FTIR). As andlises foram realizadas na astaxantina solubilizada em
éter de petroleo, em quitosana (estado solido) e microparticulas de astaxantina
encapsuladas em quitosana. Foi utilizado um espectrofotobmetro Perkim Elmer, com
resolucdo de 4 cm™, na faixa de 400-4000 cm™. Os espectros foram obtidos em
pastilhas de KBr, com a utilizagdo de mesma massa (70 mg). O espectro FTIR da
amostra de quitosana mostra as seguntes bandas de absorgdo: 3430 cm™,
estiramento O-H; 2130 cm™, estiramento N-Hs;"; 1654 cm™, deformacgdo C=0 de
grupamento amida; 1590 cm™, deformacdo N-H de grupo amino; 1421 cm™,
deformagdo O-H de anel; 1380 cm™, deformacgdo CHs de grupo amida; 1080 cm™,
estiramento C-O. A astaxantina apresenta um espectro com as seguintes bandas de
absorgao: 3450 cm™, estiramento O-H; 3010 cm™, 2925 cm™ e 2854 cm™ devido a
deformagédo do grupo isoprendide presente na cadeia molecular da astaxantina;
1743 cm' a deformagdo C=0O. Quando se compara o espectro FTIR da
microparticula com os espectros de seus componentes isolados, verifica-se um
deslocamento da banda relativa ao estiramento O-H para um numero de onda de

3400 cm™; uma diminuicdo da intensidade da banda a 1650 cm™ e o aparecimento
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de uma banda intensa a 1560 cm™, indicando a formagdo de um complexo
quitosana-astaxantina. As micrografias de superficie, obtidas por MEV, mostram as
microparticulas com aspecto esferdéide com didmetro em torno de 35-50 um e

superficie rugosa.



APENDICE C - Trabalho apresentado no Brazilian MRS Meeting 2006 - V
Encontro da SBPMat - Sociedade Brasileira de Pesquisas em Materiais —
Florianépolis/SC —Outubro/2006.

Morphological characterization and infrared spectra of astaxanthin/chitosan
microparticules
Pedro L. M. Barrerol, Jefferson Rortal__ Roberto B. Demerl, Renata A Ozorio!

! Federal University of Santa Catarina, Food Science and Technology Departmente, $8034-001,
Rodovia Admar Gonzaga. 1346, Itacorubi, Flonandpolis/SC, Brazil

Abstract - Microparticule of chitosan with astaxanthin encapsulated was prepared. The morphological
characteristics were examined using a scanning electron microscope (SEM). The SEM micrographs show a non-
homogeneous size and a diameter of 33-32 pm, with a rather smooth surface. The FTIR spectra of
microparticules indicating a formation of a astaxanthin-chitosan complex.

Astaxanthin (3.37-dibydroxy-p. -carotene-4.4"-dione) is a carotencid pigment found 1n certain manne animals
and plants such as fish, shrimp and algae [1]. The most important commercial application of astaxanthin is in the
aguaculture industry where it is used in the formulation of feed for farmed zalmon and shrimp to provide the typical
muscle colour, which 1s widely accepted by consumers throughout the world. In human nutrition, astaxanthin has been
gaming widespread populatity as a dietary supplement due to its poweful antioxidant properties. The antioxidant
property of astaxanthin is due to a total of 11 conjugated carbon-carbon double bends (isoprenoid chain). Because
astaxanthin is a higly unsaturated molecule, it can easily be damaged by heat or light, which can cause the loss of
biological properties.

Due to the nature of its chemical configuration. the chitosan chain has a rather rigid configuration and this
property has been successfully used for the preparation of films. zels ans spheres which are currently wsed in the
biomedical, cosmetic and food industries. One of the their main applications 15 in the production of microspheres with
delayed release of drugs in which chitosan chains are cross-linked with glutaraldehyde. The information on
microencapsulation and characterization of astaxanthin microencapsulated in a chitosan matrix cross-linked with
glutaraldehyde is very scarce [2].

Microencapsulation of astaxanthin was carried out through the multiple emulsion/sclvent evaporation technigue
by Higuera-Ciapara et al. (2004)[2]. Once the multiple emulsion was formed, glutaraldehyde was added (30% aquecus
solution) at a rate of 1 mL for each 10 mL of chitosan solution utilized in the primary emulsion. The cross-linking
reaction was allowed to procced at 50°C during 2 h. The dried microparticule were obtained by liophilization. The
microphotographs of the dried microspheres were obtained with a scanning electron microscope-SEM (Phalips XL30).
The FTIR spectra (FTIR, Perkin-Elmer) were recorded before and after processing of the chitosan and astaxanthin into
microparticule form for observation of the functional groups, in IR-grade KBr tablet.

SEM micrographs of microparticules are shown in Fig. 1. They had a non-homogeneous size and a diameter of
33-52 pm, with a rather smooth surface. The visible holes are not pores as monitored by ether solubilization (data not
show), and may be aftributed to the drying process. In the IR spectrum of pure astaxanthin the characteristic absorbance
at 1743 cm™ was assigned to C=0, isoprenoid chain strech (3010 cm™, 2925 cm™ and 2854 cm™). In the chitosan
spectrum the major IR abserption band were attributed to O-H strech (3430 em-1), N-H 3 strech (2130 cm'lj, N-H bend
(1590 cm']J. C-O strech (1100 cm'l]. When is was compared the FTIR spectra of chitosan and astaxanthin with the
microparticule with and without the cross-linking (glutaraldehyde) there was a pronounced change in peak attributed to
carbenyl with a deslocation to 1630 em™ and with a simultaneous decrease of peak intensity. There was observed the
appear of a intense peak at 1360 cm’, indicating a formation of a astaxanthin-chitosan complex.
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Microparticule of chitosan with astaxanthin encapsulated was prepared. The morphological characteristics were
examined using a scanning electron microscope (SEM). The SEM micrographs show a non-homogeneous size and a
diameter of 33-52 um, with a rather smooth surface. The FTIR spectra of microparticules indicating a formation of an
astaxanthin-chitosan complex. The thermal degradation properties of pure chitosan: astaxanthin o1 and
chitosan/astaxanthin microparticule was studied by thermogravimetric analysis under nitrogen atmosphere. The results
showed that chitosan present two stages of decomposition, astaxanthin oil one stage and chitosan/astaxanthin
microparticule three stages of thermal decomposition. DSC results indicate that glass transition temperature of chitosan

shift to lower value in microparticule due to plasticizing effect of astaxanthin o1l

Introduction

Astaxanthin (3.3 -dihydroxy-f_B -carotene-4 4" -dione)
is a carotenoid pigment found in certain marine
animals and plants such as fish, shrimp and algae [1].
The mest important commercial application of
astaxanthin is in the aguaculture industty where it is
used in the formulation of feed for farmed salmon and
shrimp to provide the typical muscle colour, which 1s
widely accepted by consumers throughout the world. In
human nutrition, astaxanthin  has been gaining
widespread popularity as a dietary supplement due to
its powerful antioxidant properties. The antioxidant
property of astaxanthin is due to a total of 11
conjugated carbon-carbon double bonds (isoprencid
chain). Because astaxanthin is a highly unsaturated
molecule, it can easily be damaged by heat or light,
which can cause the loss of biological properties.

Due to the nature of its chemical configuration. the
chitosan chain has a rather rigid configuration and this
property has been successfully used for the preparation
of films, gels and spheres which are currently used in
the biomedical, cosmetic and food industries. One of
thetr maimm applicaticns is in the production of
microspheres with delayed release of drugs in which
chitosan chains are cross-linked with glutaraldehyde.
The information on  microencapsulation  and
characterization of astaxanthin micrcencapsulated i a
chitesan matrix cross-linked with glutaraldehyde is
very scarce [2].

Experimental

Microencapsulation of astaxanthin was carred out
through the multiple emulsion/solvent evaporation
technique by Higuera-Ciapara et al. (2004)[2]. Once
the multiple emulsion was formed, glutaraldehyde was
added (30% agueous solution) at a rate of 1 mL for
each 10 mL of chitosan solution utilized in the primary
emulsion (chitosan-astaxanthin oil). The cross-linking
reaction was allowed to proceed at 30°C during 2 h.
The dred microparticule were obtained by
liophilization. The microphotographs of the dried
microspheres were obtained with a scamning electron
microscope-SEM (Philips XL30). The FTIR spectra
(FTIE. Perkin-Elmer) were recorded before and after
processing of the chitosan and astaxanthin into
micropatticule form for observation of the functional
groups, in IR-grade KBr tablet.

Thermogravimetric (TGA) analysis and differential
(DiTG) thermogravimetric analysis were carried out
with a Shimadzu TG30 system. All analyses were
performed in platinum pan under a dynamic nitrogen
atmosphere (30 cm’ min® l) in the temperature range 25-
600°C at a heating rate of 10°C_min™.

DSC measurements were performed 1 a DSC 50
{Shimadzu, Japan) under nitrogen (30 cm” min™). The
samples were first heated to 130°C (heating rate of
20’(:.1.}1{:1'1) to remove adsorbed water. They were then
rapidly cooled fo room temperature with liquad
nitrogen and a second scanning to 300°C (heating rate
of 10°%C.min"") was obtained.



Results and Discussion

SEM micrographs of microparticules are shown in Fig.
1. They had a non-homogenecus size and a diameter of
3334 pm. with a rather smooth surface. The visible
holes are not pores as monitored by ether solubilization
(data not show), and may be attributed to the diyving
process. In the IR spectrum of pure astaxanthin the
characteristic absorbance at 1743 cm™ was assigned to
C=0. 1soprenoid chain strech (3010 ecm™. 2925 cm’!
and 2854 cm'lj. In the chitosan spectrum the major IR
absorption band were attributed to O-H stretch (3430
cm-1). N-Hz+ stretch (2130 cm'l]__ N-H bend (1390 cm™
L), C-0 stretch (1100 r:m'l}. When is was compared the
FTIR spectta of chitosan and astaxanthin with the
microparticule with and without the cross-linking
(glutaraldehvde) there was a proncunced change in
peak attributed to carbonyl with a dislocation to 1650
cm and with a simultanecus decrease of peak
intensity. There was observed an intense peak at 1360
cm . indicating a formation of an astaxanthin-chitosan
complex via hydrogen bonds between carbonyl and
amine groups. (Figure 2).

Figure 1 — SEM mecrographs of lyophilized microparticules of
chitosan-astananthin,
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Figure I — The IR spectra of astaxanthin (ATX), chitosan (Chi)
and mucroparticules with and without crosslinking (glutaraldshyda).

TGA and DrTGA cwrves for chitosan showed that the
weight loss took place in two stages. The first one
reaches the maximum 75.1°C with a weight loss of
9013%. The second stage starts at 285.74°C and
reaches a maximum at 321.36°C with a weight loss of
50.34%. This result 15 similar to the omes of Nieto,
Pemiche-Covas, and Padron (1991) [3]. Tirkistani
(1998) [4] and Neto, Giacometti, Job, Ferreira, Fonseca
and Pereira (2003) [3]. The first stage is assigned to the
loss of water. Considering the chitosan structure, it can
be seen that water molecules can be bound by two
pelar growps. hydroxyl and amine, present in this
macremelecule. The second cne, corresponds to the
decomposition (thermal and oxidative) of chitosan.
vaporization and elimination of velatile products.
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Figure 3 — TGA and I'TGA of chitosan.

The thermal degradation of astaxanthin o1l is showed 1n
Figure 4. Only one stage is observed which starts at
328.38°C and an end at 563 42°C, with a maximum at
454.09°C. The weight loss mass reach 97.874%.
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Figure 4 — TGA and ThTGA of astaxanthin odl.

The thermal stability of chitosan-astaxanthin
microparticule is showed in Figure 3. The weight loss
took place in three stages. As pure chitosan . the first
stage is assigned to the loss of water. In contrast to the
pure chitosan and astaxathin oil, in which the main
stage of degradation was found to cccur in a single
process  (range 201-395°C), the microparticule
chitosan-astaxathin showed a more complex behavior
in the range 190-600°C. For the microparticule, it
seems clear that more than one specimen underwent a
mass loss, reflected in the appearance of two peaks
(264.8°C and 523.7°C) in Figure 5.
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Figure 5 - TGA and DhiTGA of clutosan-astaxanthin
microparticuls.

The astaxanthin oil fusion onset at -21.63°C and endset
at -2.16°C, with a peak at -9.72°C, as showed in Figure
6. Glass transition temperature of chitosan is in
agreement which was related by Mucha and Pawalak
(2003) [€] in the wicinity of 110-140°C for water
contents ranging from 8 to 30%. In this present work
was foond a mid point at 104.08°C (Figure 7). with
9.013% of moisture.

The DSC thermogram of chitosan-astaxanthin
microparticule is shown in Figure 8. It's possible to se
the astaxanthin oil fusion at ca. -11.72°C, the shift of
glass transition to a lower temperature (33.30°C) due to
plasticization  effect of astaxanthin  oil, and a
endothermic peak comresponding to water evaporation
at 118.5°C (bound water to hydroxyl and amine groups
of chitosan main chain).

DSC curves it was possible to observe a decrease in
chitosan glass transition temperature due to plasticizing
effect of astaxanthim oil. The TGA curve of chitosan-
astaxanthin  oil microparticules showed a more
complex thermal degradation than pure components,
due to chitosan-astaxanthin chemical interactions, as
confirmed by FTIR.
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Figure 6 — DSC thermogiam of astaxanthin oil.
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Figure 8 — DSC themomam of chitosan — astaxanthin
mieropartieule.

Conclusions
The microparticules had non-homogeneous size and

non-spherical shape. The FTIR spectra showed the
formation of a chitosan-astaxanthin complex. From the
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